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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Abbott-RT Abbott RealTime High Risk HPV test (Abbott, Wiesbaden, Nemčija) 
Alfa-PV papilomavirusi iz rodu Alfa 
CI interval zaupanja (angl. confidence interval) 
CIN1 cervikalna intraepitelijska neoplazija 1. stopnje (angl. cervical intraepithelial 
neoplasia grade 1) 
CIN2 cervikalna intraepitelijska neoplazija 2. stopnje (angl. cervical intraepithelial 
neoplasia grade 2) 
CIN2+ cervikalna intraepitelijska neoplazija 2. stopnje ali hujše (angl. cervical 
intraepithelial neoplasia grade 2 or worse) 
CIN3 cervikalna intraepitelijska neoplazija 3. stopnje (angl. cervical intraepithelial 
neoplasia grade 3) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
EU Evropska unija (angl. European union) 
FDA Uprava Združenih držav Amerike za hrano in zdravila (angl. U.S. Food and 
drug administration) 
HBRT-H14 14 High-risk HPV with 16/18 Genotyping Real-time PCR test (Hybribio, 
Hong Kong, Kitajska) 
hc2 Hybrid capture 2 HPV DNA test (Qiagen, Hilden, Nemčija) 
HPV človeški papilomavirus (angl. human papillomavirus) 
hrHPV visokorizični človeški papilomavirus (angl. high-risk human 
papillomavirus) 
HSPG heparan-sulfatni proteoglikan (angl. heparan sulfate proteoglycan) 
IC interna kontrola (angl. internal control) 
ISH hibridizacija in situ (angl. in situ hibridization) 
LCR nekodirajoče območje genoma (angl. long control region) 
lrHPV nizkorizični človeški papilomavirus (angl. low-risk human papillomavirus) 
MV maternični vrat 
ori mesto začetka pomnoževanja (angl. origin of replication) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
PV papilomavirus 
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RPA replikacijski protein A (angl. replication protein A) 
RT-PCR verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. real-time polymerase 
chain reaction) 
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1 UVOD 
 
Človeški papilomavirusi (HPV) so majhni DNA (angl. deoxyribonucleic acid) virusi brez 
ovojnice, ki lahko pri ljudeh povzročijo različne klinične slike, od asimptomatskih, 
kratkotrajnih prehodnih okužb do različnih benignih in malignih sprememb kože in 
sluznice (zur Hausen, 2009). Glede na njihov onkogeni potencial jih delimo na 
visokorizične (angl. high-risk HPV; hrHPV) (pri katerih sta najbolj pomembna HPV-16 in 
HPV-18) in nizkorizične (angl. low-risk HPV; lrHPV) genotipe HPV  (zur Hausen, 2009; 
Kocjan in Poljak, 2011). Pogostost okužb s HPV je najvišja pri ženskah, ki so mlajše od 30 
let in so spolno aktivne. V nekaterih populacijah je incidenca visoka do 60 %, običajno pa 
variira med 20 in 30 %. Pri večini žensk gre za prehodno okužbo, ki izzveni v obdobju 18-
24 mesecev (Schiffman in sod., 2016; Arney in Bennett, 2010; Doorbar, 2006). Prevalenca 
okužb s HPV s starostjo upada, do pojava drugega vrha pogostosti pa pride pri ženskah v 
starostnem obdobju 40 do 45 let. Navadno gre tu za reaktivacijo prikrite okužbe. Ženske, 
pri katerih imunski sistem ni sposoben odstraniti okužbe s HPV in pri katerih okužba 
vztraja leta ali celo desetletja, imajo veliko tveganje za razvoj cervikalne intraepitelijske 
neoplazije višje stopnje, ki lahko napreduje tudi do raka materničnega vratu (Doorbar, 
2006; Laudadio, 2013; Serrano in sod., 2018). Ta in druge maligne spremembe so najhujša 
posledica okužbe s HPV (Harald zur Hausen, 2009). Rak materničnega vratu je danes 
drugi najpogostejši rak na svetu pri ženskah. Letno za njim zboli več kot 500.000 žensk, 
približno 250.000 žensk letno pa zaradi tega umre (Yang in sod., 2016). Od tega jih v 
Evropi letno zboli 58.000 in kar 24.000 umre (Serrano in sod., 2018). Boljše razumevanje 
patogeneze virusa HPV in potek okužbe pri človeku je omogočilo dva ključna preventivna 
ukrepa, ki se ju poslužuje vse več držav. Govorimo o primarni in sekundarni preventivi 
(Schiffman in sod., 2016). Primarno preventivo pri okužbah s HPV predstavlja cepljenje 
proti HPV, sekundarno preventivo pa presejalni programi za raka materničnega vratu 
(Ronco in Rossi, 2017). S cepljenjem preprečimo samo okužbo s HPV, s presejalnimi 
programi pa želimo odkriti zgodnje predrakave in rakave spremembe, ki so še ozdravljive 
in posledično zmanjšati umrljivost (Schiffman in sod., 2016). Trenutno večina presejalnih 
programov temelji na citološkem pregledu brisa materničnega vratu (PAP). Nova 
dognanja, ki temeljijo na izsledkih randomiziranih kliničnih poskusov, da je test HPV bolj 
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občutljiv za odkrivanje cervikalnih intraepitelijskih neoplazij visoke stopnje (angl. high-
grade intraepithelial neoplasia; CIN2+) v primerjavi s citologijo (Ronco in sod., 2014), pa 
so vodila tudi v nova priporočila. Tako nove Evropske smernice svetujejo primarno HPV 
testiranje v presejalnih programih, pri čemer morajo vsi HPV testi, ki se uporabljajo v 
klinični praksi izpolnjevati dogovorjene standarde za klinično občutljivost, klinično 
specifičnost ter znotraj- in med- laboratorijsko ponovljivost (Meijer in sod., 2008; Poljak in 
sod., 2011; Cook in sod., 2015; Arbyn in sod., 2015). Po podatkih iz literature je bilo na 
svetovnem tržišču do avgusta 2015 vsaj 200 različnih komercialno dostopnih testov HPV 
in vsaj 130 variant originalnih testov HPV. Kljub tako velikemu številu testov, le redki 
med njimi dosegajo minimalne kriterije, ki jih testi morajo izpolnjevati po mednarodno 
sprejetih priporočilih za varno uporabo testov v klinični praksi (Poljak in sod., 2016a).  
 
1.1 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Na reprezentativnem vzorcu 1.600 slovenskih žensk starih od 20-64 let, ki so se udeležile 
organiziranega nacionalnega presejanja za raka materničnega vratu, smo želeli primerjati 
klinično občutljivost zaznavanja lezij CIN2+, klinično specifičnost zaznavanja lezij <CIN2 
ter pozitivno in negativno napovedno vrednost treh komercialno dostopnih testov HPV: 
Hybrid capture 2 (hc2; Qiagen, Hilden, Nemčija), Abbott RealTime High Risk HPV test 
(Abbott-RT; Abbott, Wiesbaden, Nemčija) in 14 High-risk HPV with 16/18 Genotyping 
Real-time PCR test (HBRT-H14; Hybribio, Hong Kong, Kitajska). 
Predpostavili smo, da bo klinična občutljivost zaznavanja lezij CIN2+ vseh treh 
komercialno dostopnih testov HPV medsebojno primerljiva (p>0,05) in višja od 90 %. 
Prav tako smo pričakovali primerljivo (p>0,05) klinično specifičnost zaznavanja lezij 
<CIN2 vseh treh komercialno dostopnih testov. Predpostavili smo, da bo le-ta višja kot 80 
%. Pričakovali smo tudi, da bodo pozitivne in negativne napovedne vrednosti vseh treh 
komercialno dostopnih testov HPV primerljive (p>0,05).  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ČLOVEŠKI PAPILOMAVIRUSI 
Papilomavirusi (PV) so zelo heterogena družina virusov, ki povzročajo različne 
novotvorbe tako pri ljudeh kot tudi pri živalih. Taksonomsko jih uvrščamo v družino 
Papillomaviridae, ki obsega več kot 50 rodov (PaVE, 2019). Za človeka najpomembnejši 
PV so človeški papilomavirusi, ki jih na glede na skladnost nukleotidnih zaporedij delimo 
na različne virusne genotipe. Do 1. februarja 2019 je bilo po podatkih mednarodnega 
referenčnega centra za HPV odkritih 222 različnih genotipov HPV, ki so označeni od 
HPV-1 do HPV-226. Glede na tropizem za določeno vrsto epitela so skupaj z nekaterimi 
opičjimi PV uvrščeni v pet rodov: alfa, beta, gama, mu in nu. Rod alfa, kamor uvrščamo 
kar 65 genotipov HPV, velja za klinično najpomembnejši rod, ki ima največjo afiniteto za 
ploščatocelični epitelij (International HPV Reference Center, 2019). Alfa papilomavirusi 
(alfa-PV) so tako povezani z nastankom številnih malignih in benignih sprememb na 
sluznici in koži. Glede na vrsto novotvorb, ki jih povzročajo, jih delimo na visokorizične in 
nizkorizične genotipe HPV. Dvanajst do petindvajsetih hrHPV iz rodu alfa, med katerimi 
sta najpomembnejša HPV-16 in HPV-18, je etiološko povezanih z nastankom več kot 99 % 
primerov raka materničnega vratu, 70-90 % raka zadnjika in nožnice, 47 % raka penisa, 40 
% raka ženskega zunanjega spolovila (vulve) in 25-30 % raka ustnega dela žrela (Kocjan 
in Poljak, 2011; Bernard in sod., 2010; Poljak in sod., 2016b). 
 
2.1.1 Zgradba virusa 
Gre za majhne DNA viruse brez ovojnice. V premeru merijo približno 55 nm. Njihov 
dedni material je obdan z dvoplastno ikozaedrično kapsido (proteinskim plaščem) 
sestavljeno iz 72 morfoloških enot imenovanih kapsomera. Vsaka kapsomera je sestavljena 
iz dveh tipov strukturnih beljakovin; velike (L1) in male (L2) plaščne beljakovine (Slika 
1). Pet plaščnih beljakovin L1 se v kapsomeri med seboj navzkrižno povezuje z 
disulfidnimi mostički, za oblikovanje in vzdrževanje strukture kapsomere, pa je mednje 
aksialno vstavljena še plaščna beljakovina L2 (Kocjan in Poljak, 2011). Kapsida ima 
pomembno vlogo pri prenosu, razširjanju in preživetju virusa v okolju (Graham, 2010).  
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Slika 1: Zgradba virusa HPV (Kocjan in Poljak, 2011) 
 
2.1.2 Struktura in organizacija genoma 
Genom HPV predstavlja krožna, kovalentno zaprta, dvojnovijačna molekula DNA, ki 
lahko v dolžino variira med različnimi genotipi HPV. Običajno obsega približno 8.000 
baznih parov (Doorbar, 2006). Virusni genom lahko v grobem razdelimo na dva dela, ki 
sta med seboj ločena z dvema poliadenilacijskima mestoma. En del predstavlja 
nekodirajoče območje LCR (angl. long control region), ki nadzira transkripcijo in 
pomnoževanje, in kodirajoče območje, ki nosi zapis za virusne beljakovine in se deli na 
zgodnje območje E (angl. early) in pozno območje L (angl. late) (Slika 2) (Olmedo-Nieva 
in sod., 2018; Zheng in Baker, 2006).  
 
Slika 2: Struktura in organizacija genoma HPV (Kocjan in Poljak, 2011) 
Beljakovina L1 
Beljakovina L2 
Kapsomera  
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Območje E predstavlja več kot 50 % virusnega genoma in nosi zapis za beljakovine, ki so 
pomembne pri uravnavanju podvojevanja virusne DNA, uravnavanju izražanja virusnih 
genov, interakciji s celičnimi beljakovinami gostitelja in pri maligni preobrazbi 
gostiteljskih celic. Običajno gre za 6 različnih genov: E1, E2, E4, E5, E6 in E7 (Kocjan in 
Poljak, 2011; Zheng in Baker, 2006).  
Virusna beljakovina E1, ki je zapisana na genu E1, je pomembna pri virusnemu 
razmnoževanju, natančneje na začetku podvojevanja virusne DNA, in pri vzdrževanje HPV 
v obliki zunajkromosomskih delcev DNA (episomov). Gen E1 predstavlja zelo ohranjeno 
območje virusnega genoma. Beljakovina E1 za vezavo na ori (angl. origin of replication)-
mesto podvojevanja virusnega genoma nujno potrebuje beljakovino E2. Vezan kompleks 
E1-E2 pritegne še več E1 molekul, ki začno počasi nadomeščati molekule E2. Vezana 
beljakovina E1 deluje kot encim z ATP-azno in helikazno aktivnostjo. E1 se veže na 
celične proteine potrebne za podvojevanje virusne DNA, kot je DNA-polimeraza alfa 
primaza in beljakovina RPA (angl. replication protein A) (Doorbar, 2006; Kocjan in 
Poljak, 2011).  
E2 je DNA vezavni protein, ki prepozna specifično zaporedje v NCR območju virusnega 
genoma in tako uravnava podvojevanje, segregacijo in izražanje virusnega genoma. 
Beljakovina E2 lahko deluje kot transkripcijski faktor in tako kontrolira izražanje virusnih 
onkogenov, kot sta beljakovini E6 in E7. Pri nizkih koncentracijah E2 deluje beljakovina 
kot aktivator transkripcije, pri visokih koncentracijah pa E2 zavira izražanje onkogenov 
(Doorbar, 2006; Kocjan in Poljak 2011).  
Kakšna je vloga beljakovine E4 še ni povsem jasno. Znano je, da se gen E4 izraža 
predvsem v zaključnih fazah virusnega cikla, kar nakazuje na vlogo E4 v poznih fazah in 
ne toliko v zgodnjih fazah virusnega življenjskega cikla. Zaradi tega bi lahko beljakovino 
E4 preklasificirali v L3, vendar tega za enkrat še niso odobrili. Ugotovili so namreč, da se 
v odsotnosti E4 ustavi celična delitev v fazi G2. Trenutno še ni povsem jasno, kakšna je 
vloga E4 v zgodnjih fazah virusnega cikla, številni pa menijo, da gre najverjetneje za 
interakcije s kinazo (E1) v povezavi z E2. V poznih fazah virusnega cikla pa E4 sodeluje 
pri sproščanju virusnih delcev iz gostiteljske celice tako, da se veže na citokeratine 
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okuženih gostiteljskih celic ter tako povzroči propad celičnega citoskeleta (Doorbar, 
2013a). 
Beljakovine E5, E6 in E7 so klasificirane kot onkogeni, ki manipulirajo gostiteljsko celico 
tako, da vplivajo na proliferacijo, diferenciacijo in preživetje celice. E6 in E7 sta najbolj 
raziskani beljakovini območja E in sta vpleteni v procese, ki lahko vodijo do maligne 
transformacije, saj uničujeta keratinocite in inaktivirata tumor zavirajoče proteine p53 in 
pRb. Ker sta beljakovini ključnega pomena pri patogenezi, je njuno delovanje bolj 
podrobno opisano v naslednjem poglavju Življenjski cikel in patogeneza. Delovanje 
beljakovine E5 je manj poznano. E5 je v membrano integriran protein. Predvidevajo, da se 
lokalizira na endoplazemskemu retikulumu in Golgijevemu aparatu. Pri raziskovanju 
patogeneze HPV so ugotovili, da ojača transformacijsko aktivnost okuženih keratinocit. 
Ugotovljeno je bilo, da E5 najverjetneje nima vloge v nediferenciranem epiteliju, ima pa 
vlogo pri produktivni okužbi (Wasson in sod., 2017). E5 zmanjšuje koncentracijo 
površinskih molekul MHC I (angl. Major histocompatibility complex I) in tako omogoča 
uspešno izmikanje imunskemu sistemu gostitelja (Moody in Laimins, 2010).  
Pozno področje L predstavlja približno 40 % virusnega genoma, kjer se nahajata dva gena; 
L1 in L2. Gena kodirata proteine virusne kapside (Zheng in Baker, 2006). 
Gen L1 je največkrat primarna tarča večine molekularnih HPV testov (in Bennett, 2010). 
Poleg gena E1 je gen L1 najbolj ohranjeno območje virusnega genoma HPV, zato 
predstavlja osnovo za klasifikacijo in raziskovanje evolucijske sorodnosti HPV. Kodira 
veliko plaščno beljakovino L1, ki v gostitelju sproži nastanek genotipsko značilnih 
nevtralizirajočih protiteles proti HPV (Kocjan in Poljak, 2011).  
Gen L2 kodira malo plaščno beljakovino L2, ki se razlikuje od genotipa do genotipa HPV. 
Beljakovina L2 vsebuje visoko ohranjene epitope, ki se razkrijejo ob vezavi kapside na 
gostiteljsko celico in sprožijo nastanek širokospektralnih nevtralizirajočih protiteles, ki 
ščitijo proti večjemu številu genotipov HPV (Kocjan in Poljak, 2011; Poljak in sod., 2005). 
Beljakovina L2 je odgovorna pri intracelularnem transportu virusne DNA in kopičenju 
virusne DNA v jedru gostiteljske celice med okužbo (Campos, 2017). 
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Preostalih 10 % virusnega genoma predstavlja nekodirajoče področje, ki ne vsebuje zapisa 
za beljakovine, ampak zaporedja DNA, ki so pomembna pri uravnavanju virusnega 
razmnoževanja in pri prepisovanju virusnih genov. Nahaja se med genoma L1 in E6 
(Kocjan in Poljak, 2011). To področje je izredno raznoliko, zato je zelo primerno za 
genotipske raziskave HPV (Bernard in sod., 2010). Poleg omenjenega se v genomu HPV 
med genoma E5 in L2 nahaja še eno nekodirajoče zaporedje, vendar je funkcija le-tega še 
neopredeljena (Kocjan in Poljak, 2011).  
Izražanje virusnih genov in pomnoževanje virusnih delcev je močno kontrolirano in 
regulirano z diferenciacijo keratinocit (Zheng in Baker, 2006).  
 
2.1.3 Življenjski cikel in patogeneza 
Življenjski cikel HPV je povezan s stopnjo dozorevanja epitelijskih celic, ki jih HPV 
okuži. V bazalnih, nedozorelih epitelijskih celicah je razmnoževanje HPV močno omejeno. 
Z dozorevanjem celic pa se veča tudi sposobnost razmnoževanja HPV. Po okužbi 
keratinocit na bazalni plasti epitelija se genom HPV nahaja izključno v obliki episoma. V 
tej fazi je podvojevanje virusne DNA močno povezano s celičnim ciklom gostiteljske 
celice. Po mitozi potujejo okužene bazalne celice v suprabazalne regije. Suprabazalne 
celice normalno zapustijo celični cikel in se začno diferencirati v zaščitno bariero. 
Okužene keratinocite pa zamaknejo celično diferenciacijo in ponovno vstopijo v celični 
cikel. To omogoči episomom, da se močno namnožijo. V zgornjih plasteh epitela okužene 
celice zapustijo celični cikel in se ponovno vključijo v postopek diferenciacije. To 
omogoči prehod v pozno oz. produktivno fazo okužbe, kjer se sintetizirajo strukturni 
proteini poznega področja genoma, da se pomnožena virusna DNA zapakira v novo nastalo 
kapsido (Wasson, 2017; Olmedo-Nieva in sod., 2018).  
 
Najbolj preučeni so življenjski cikli alfa-PV, vendar osnovni princip najverjetneje velja za 
vse rodove HPV (Doorbar in sod., 2016). 
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Slika 3: Življenjski cikel HPV (Moody in Laimins, 2010) 
 
 
2.1.3.1 Vstop virusa 
Za okužbo je potreben poškodovan epitelij kože ali sluznice, ki omogoči prost dostop do 
bazalnih celic večvrstnega ploščatoceličnega epitelija oz. bazalnih keratinocit, ki so tarča 
HPV (Doorbar, 2012). V prvi fazi se plaščne beljakovine L1 vežejo na primarne receptorje 
heparan-sulfatne proteoglikane (angl. heparan sulfate proteoglycans; HSPG), ki se nahajajo 
na bazalni membrani in površini epitelnih celic. To sproži konformacijske spremembe 
kapsidnih proteinov in omogoči vezavo na sekundarni receptor. Sledi relativno počasen 
endocitotski vstop viriona v gostiteljsko celico. V poznem endosomu in/ali lizosomu pride 
do razgradnje virusnih delcev, kompleks L2-DNA pa se transportira vzdolž mikrotubolov v 
jedro bazalne celice. Virusna DNA se v jedru bazalne celice ves čas nahaja v obliki 
stabilnega episoma in se nikoli ne vgradi v genom bazalne celice (Campos, 2017; Olmedo-
Nieva in sod., 2018; Doorbar, 2006). 
Prirojeni imunski odziv je v večini primerov pri posameznikih sposoben odstraniti okužbo. 
Gre za odziv citotoksičnih T celic (CD8+) in celic T pomagalk (CD4+), ki prepoznajo 
virusne beljakovine E6, E7 in E2. Pogosto pa je ta naravni antigen-specifični lokalni 
imunski odziv relativno šibek in počasen in ni sposoben popolnoma odstraniti virusnega 
genoma iz bazalne plasti epitelija. Raziskave so pokazale tudi, da pri velikem številu oseb 
do serokonverzije sploh ne pride (Schiffman in sod., 2016). Pri neuspešnem imunskem 
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odzivu lahko okužba napreduje v latentno, produktivno ali nepopolno/abortivno okužbo 
(Kocjan in Poljak, 2011). 
 
2.1.3.2 Latentna okužba 
Nosilke latentne okužbe so bazalne celice, ki jih je histološko nemogoče razlikovati od 
neokuženih celic (Kocjan in Poljak, 2011). Za latentno okužbo je značilna odsotnost ali 
minimalna produkcija novih virusnih delcev. Lahko je posledica nizke začetne 
koncentracije virusne DNA (50-100 kopij HPV DNA/celico) v bazalnih celicah ali pa s 
strani imunskega odziva navidezno ozdravljene novotvorbe, pri čemer se majhna 
koncentracija DNA ohrani. V prvem primeru zaradi prenizke koncentracije virusne DNA 
ne pride do nastanka novotvorb. V drugem primeru pa se lahko, ob padcu imunskega 
sistema, okužba ponovno pojavi (Doorbar, 2006; Doorbar, 2013b; Maglennon in sod., 
2014).  
 
2.1.3.3 Produktivna okužba 
Okužbo, v kateri virus uspešno zaključi svoj življenjski krog, imenujemo produktivna 
virusna okužba. Celice s produktivno okužbo lahko histološko identificiramo, saj zaradi 
pomnoževanja HPV v dokončno diferenciranih epitelijskih celicah pride do morfoloških 
sprememb okužene celice, ki se klinično največkrat izrazijo kot benigna kožna ali 
sluznična sprememba ali kot cervikalna intraepitelijska neoplazija 1. stopnje. Takšne celice 
imenujemo koilocite, učinek pa koilocitoza. Koilocite je enostavno histološko identificirati 
predvsem v zgornjih plasteh epitelija, saj gre za povečane celice, ki imajo skrčena, 
hiperkromna jedra, grudast kromatin, okoli jedra pa se pojavlja značilen svetel pas 
imenovan halo (Kocjan in Poljak, 2011).  
V latentni fazi, v nedifereciranih bazalnih celicah, neodvisno od celičnega cikla, nastaja 
nizka količina beljakovin E1, E2, E6 in E7. V tej začetni fazi pomnoževanja HPV se 
število kopij virusnega genoma poveča na približno 200 kopij na človeško celico (Doorbar 
in sod., 2016; Olmedo-Nieva in sod., 2018). Kasneje, v proliferacijski fazi, ko so celice v 
srednji do zgornji plasti epitelija, je podvojevanje virusnega genoma vezano na celični 
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cikel gostiteljske celice. To pomeni, da na eno celično delitev, nastane ena kopija 
virusnega genoma. Suprabazalne celice se zaradi okužbe delijo večkrat kot običajno, 
preden preidejo v višje epitelijske sloje. Zaradi nizke koncentracije beljakovine E2 se tu 
močno izražata beljakovini E6 in E7, pa tudi E5. V višjih slojih epitelija, se poveča 
izražanje virusnih beljakovin E1 in E2. Zaradi visoke koncentracije beljakovine E2, se E6 
in E7 nehata izražati. S tem se ustavi proliferacija epitelijskih celic in začne diferenciacija 
le-teh. Beljakovina E2 veže virusno DNA helikazo E1 na vezavno mesto na virusnem 
genomu, kar sproži pomnoževanje virusne DNA in vodi v produkcijo številnih kopij 
virusnega genoma na celico v diferenciranih keratinocitah. Pomnoževanje virusnega 
genoma tu najverjetneje poteka po principu kotalečega se kroga (angl. rolling circle), kar 
omogoča nastanek tisočih kopij virusnega genoma. Na koncu se producirata virusni plaščni 
beljakovini L1 in L2. Sledi enkapsulacija novo nastalih virusnih genomov in s pomočjo 
beljakovine E4 sproščanje zrelega viriona s površine koilocit v velikih količinah. Takšni 
virioni so sposobni okužiti sosednje celice (Kocjan in Poljak, 2011; Olmedo-Nieva in sod., 
2018; Doorbar in sod., 2016).  
 
2.1.3.4 Nepopolna/abortivna okužba 
Večina okužb s HPV je prehodnih in so odstranjene s strani imunskega sistema v obdobju 
dveh let. Dolgotrajna okužba s hrHPV pa lahko vodi do genomske nestabilnosti in 
vgraditve virusnega genoma v gostiteljski genom. V tej fazi ne nastajajo virioni, virus ne 
zaključi svojega življenjskega kroga, izražanje zgodnjih genov pa je regulirano z virusno 
beljakovino E2. Ker pri integraciji običajno pride do prekinitve gena E2, to vodi v 
povečano izražanje onkogenov E6 in E7 (Olmedo-Nieva in sod., 2018). Zaradi nenehne 
stimulacije S-faze in proliferacije gostiteljskih celic s strani virusnih beljakovin E6 in E7, 
pride do izgube tumor zavirajočih beljakovin p53 in pRB ter posledično do kopičenja 
sekundarnih točkovnih mutacij v celičnem genomu, ki vodijo v maligno transformacijo in 
npr. nastanek raka na materničnem vratu (Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar, 2006; Doorbar 
in sod., 2016).  
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Slika 4: Okužba s HPV in možne posledice (Doorbar in sod., 2012) 
Predrakave spremembe materničnega vratu delimo na tri stopnje: cervikalna 
intraepitelijska neoplazija 1. stopnje (CIN1), 2. stopnje (CIN2) in 3. stopnje (CIN3). CIN1 
ali nizka stopnja predrakavih sprememb je po vzorcu izražanja virusnih genov podobna 
produktivni okužbi. Višje stopnje predrakavih sprememb (CIN2+) pa imajo bolj intenzivno 
proliferacijsko fazo. Približno 20 % CIN1 sprememb napreduje v CIN2 in približno 30 % 
nezdravljenih CIN2 napreduje v CIN3. Če spremembe CIN3 niso zdravljene ali 
odstranjene, to v 40 % privede do raka. Ta se običajno razvije približno 10 let ali več po 
okužbi. Predrakave in rakave spremembe se najpogosteje pojavljajo na stičišču 
večskladnega ploščatoceličnega in enoskladnega žleznega epitelija, ki ga imenujemo 
transformacijska cona (Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar, 2006; Doorbar in sod., 2016). 
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2.1.4 Epidemiologija HPV 
Pogostost okužb s HPV je najvišja pri ženskah, ki so mlajše od 30 let in so spolno aktivne. 
V nekaterih populacijah je incidenca visoka do 60 %, običajno pa variira med 20 in 30 %. 
Pri večini žensk gre za prehodno okužbo, ki izzveni v obdobju 18-24 mesecev (Schiffman 
in sod., 2016;  Arny in Bennett, 2010; Doorbar, 2006). Do pojava drugega vrha pogostosti 
pa pride pri ženskah v starostnem obdobju 40 do 45 let. Ženske, pri katerih imunski sistem 
ni sposoben odstraniti okužbe s HPV in pri katerih okužba vztraja leta ali celo desetletja, 
imajo veliko tveganje za razvoj cervikalne intraepitelijske neoplazije višje stopnje, ki lahko 
napreduje tudi do raka materničnega vratu. Na okužbe s HPV vpliva geografski status, 
starost, zgodovina spolne aktivnosti, sočasne okužbe, imunski status in genetski faktorji 
(Doorbar, 2006; Laudadio, 2013; Serrano in sod., 2018). 
 
Slika 5: Incidenca okužb s HPV pri ženskah z normalnim citološkim izvidom brisa materničnega vratu po 
starostnih skupinah glede na kontinent (Serrano in sod., 2018) 
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Preglednica 1: Incidenca raka na materničnem vratu in smrtnost zaradi raka na materničnem vratu po regijah 
in sub regijah za leto 2012 (Serrano in sod., 2018) 
 
Najhujša posledica okužbe s HPV je nastanek malignih sprememb (zur Hausen, 2003). Rak 
materničnega vratu je danes drugi najpogostejši rak na svetu pri ženskah. Letno za njim 
zboli več kot 500.000 žensk, približno 250.000 žensk letno pa zaradi tega umre. (Yang in 
sod., 2016). Od tega jih v Evropi letno zboli 58.000 in kar 24.000 umre (Serrano in sod., 
2018). Podrobnejše številke za posamezne regije so predstavljene v preglednici 1. Osem 
  INCIDENCA SMRTNOST 
PODROČJE N 
Delež na 100.000 
žensk 
N 
Delež na 100.000 
žensk 
Svet 527.624 14,00 265.672 6,80 
Manj razvita območja 444.546 15,70 230.158 8,30 
Bolj razvita območja 83.078 9,90 35.514 3,30 
Afrika 99.028 27,60 60.098 17,50 
Vzhodna Afrika 45.707 42,70 28.197 27,60 
Srednja Afrika 11.540 30,60 7.917 22,20 
Severna Afrika 5.813 6,60 2.717 3,20 
Južna Afrika 8.652 31,50 4.721 17,90 
Zahodna Afrika 27.326 29,30 16.546 18,50 
Amerika 83.195 14,90 35.673 5,90 
Karibsko otočje 5.018 21,00 2.254 8,60 
Centralna Amerika 18.792 23,50 6.937 8,90 
Severna Amerika 14.377 6,60 7.108 2,60 
Južna Amerika 45.008 20,30 19.374 8,60 
Azija 284.823 12,70 144.434 6,40 
Centralna Azija 5.850 18,60 2.286 7,70 
Vzhodna Azija 78.006 7,90 36.320 3,30 
Južna Azija 145.946 19,30 79.958 11,00 
Jugo-vzhodna Azija 50.566 16,30 23.989 7,90 
Zahodna Azija 4.455 4,40 1.881 1,90 
Evropa 58.373 11,40 24.404 3,80 
Vzhodna Evropa 33.882 16,30 15.436 6,20 
Severna Evropa 5.382 8,70 1.963 2,20 
Južna Evropa 9.285 8,50 3.526 2,40 
Zahodna Evropa 9.824 7,30 3.479 1,80 
Oceanija 2.195 10,20 1.063 4,50 
Avstralija in Nova Zelandija 938 5,50 357 1,50 
Melanezija 1.198 33,30 684 20,70 
Mikronezija 23 8,70 6 2,70 
Polinezija 36 11,00 16 5,10 
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najpogostejših visokorizičnih genotipov HPV v Evropi predstavljajo: HPV-16, -18, -31, -
39, -51, -52, -56 in -58, pri čemer HPV-16 in HPV-18 skupaj povzročata kar 70 % raka na 
materničnem vratu (Laudadio, 2013; Clifford in sod., 2006). Kljub močnemu napredku v 
zdravstvu v Evropi, je delež raka na materničnem vratu še vedno visok, sploh v državah, ki 
so se vključile v EU po letu 2003 (von Karsa in sod., 2015; Schiffman in sod., 2016).  
 
 
Slika 6: Incidenca raka materničnega vratu za leto 2012 (Serrano in sod., 2018) 
Incidenca raka materničnega vratu močno variira med posameznimi geografskimi regijami 
(Slika 6). To je posledica kombinacije prevalence okužb s HPV in kvalitete programov 
presejalnega testiranja. V splošnem velja, da je tako incidenca, kot tudi umrljivost, večja v 
državah v razvoju, kot v razvitih državah. Ker se večina držav v razvoju nahaja v sub-
Saharski Afriki, je v tem delu sveta največja incidenca. V Evropi je tako večja incidenca v 
Vzhodni in Srednji Evropi, v primerjavi s Severno in Zahodno Evropo, kjer so razviti 
presejalni in preventivni programi. Problem lahko nastane tudi pri oceni prevalence, saj je 
ta odvisna od občutljivosti testa in pogostosti testiranja. Pogosto testiranje z občutljivim 
testom lahko zviša realno stanje. Številne kohortne študije so pokazale, da incidenca okužb 
s HPV upada s starostjo. To je rezultat manjšega števila novih spolnih stikov in imunosti, 
ki se razvije po okužbi pri nekaterih ženskah. Se pa lahko pojavlja še en poskok pri 
incidenci okužb s HPV, in sicer pri populaciji žensk med 45. in 60. letom starosti. Vzrok za 
to lahko najverjetneje pripisujemo reaktivaciji okužbe s HPV. Gre za obdobje menopavze, 
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ko se zgodijo hormonske spremembe, ki lahko vplivajo na aktivacijo virusnega zgodnjega 
promotorja in funkcijo virusnih proteinov, kar vodi v povečano proliferacijo celic in 
neoplazijo. Žal tega z zagotovostjo ne moremo trditi, saj nam trenutne diagnostične metode 
ne omogočajo ločevanja med latentno okužbo in popolnoma ozdravljenimi primeri. Tako 
ne moremo opredeliti, ali gre za reaktivacijo ali svežo okužbo (Schiffman in sod., 2016; 
Poljak, 2015).  
 
V zadnjih letih se je močno izboljšalo poznavanje naravnega poteka okužbe s HPV, 
vpeljani so bili številni preventivni ukrepi, molekularna diagnostika je močno napredovala, 
večja je tudi ozaveščenost ljudi. Vse to pa je pripeljalo do novih problemov in izzivov: (i) 
cena preprečevanja okužbe s HPV in zdravstvene obravnave, (ii) tehnične omejitve pri 
uvajanju preventivnih programov, (iii) družbeni in politični odpor do različnih možnosti 
preprečevanja okužb in (iv) zelo velike razlike v ekonomskih zmožnostih in zdravstvenih 
sistemih v različnih državah. Vsi ti našteti problemi se med državami zelo razlikujejo in bi 
jih bilo smiselno poenotiti (Poljak, 2015). 
 
Okužba z enim od visokorizičnih genotipov je nujen, ne pa tudi zadosten vzrok za nastanek 
raka materničnega vratu. Ostale maligne spremembe, ki jih povezujemo z okužbo s HPV 
so tudi rak zadnjika in nožnice (70-90 %), rak vulve in penisa (40-47 %) ter posebna 
skupina rakov v področju glave in vratu (Schiffman in sod., 2016). V preglednici 2 je 
prikazana svetovna ocena števila novih primerov raka, ki jih povezujemo z okužbo s HPV.  
 
V Sloveniji je bila prvič ocenjena prevalenca okužb s HPV pri ženskah med 20. in 64. 
letom starosti v raziskavi, ki je potekala med decembrom 2009 in avgustom 2010. V 
presečno raziskavo je bilo vključenih več kot 4.400 žensk iz 16 izbranih ginekoloških 
ambulant po celi Sloveniji, ki so prišle na redni preventivni ginekološki pregled. V celotni 
populacij žensk je bila prevalenca okužb z vsaj enim hrHPV 12,9 %. Najvišja prevalenca 
hrHPV je bila v starostni skupini 20-24 let, nato pa je z leti upadala. Najpogostejša okužba 
je bila z visokorizičnim genotipom HPV-16 (3,5 %) (Poljak, 2015).  
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Slika 7: Število primerov raka, kot posledica okužbe s HPV, po regijah, mestu raka in spolu (Serrano in sod., 
2018) 
Preglednica 2: Svetovna ocena števila novih primerov raka, ki so posledica okužb s HPV za leto 2012 
(Schiffman in sod., 2016) 
Mesto rakavega 
obolenja 
Število novih 
primerov 
Število primerov, 
ki so posledica 
okužbe s HPV 
Delež primerov, 
ki so posledica 
okužbe s HPV 
Razdelitev po spolu 
Moški Ženske 
Maternični vrat 528 000 528 000 100 % - 528 000 
Anus 40 000 35 000 88 % 17 000 18 000 
Vulva in vagina 49 000 20 000 41 % - 20 000 
Penis 26 000 13 000 51 % 13 000 - 
Žrelo 96 000 29 000 31 % 24 000 6 000 
Ustna votlina in 
grlo 
358 000 9 000 2,4 % 7 000 2 000 
Skupaj 1 097 000 634 000 58 % 61 000 574 000 
 
 
2.1.5 Klinična slika 
 
Glede na anatomsko mesto lahko okužbe s HPV razdelimo na sluznične, kožne in kožno-
sluznične okužbe. Posamezni rodovi HPV namreč izkazujejo tropizem za določeno vrsto 
epitela. Tako alfa-PV okužijo predvsem ploščato celični epitelij sluznic anogenitalnega 
predela in predela glave in vratu, medtem ko ostali HPV rodovi okužijo predvsem 
ploščatocelični epitel kože. Za nekatere genotipe iz rodov beta in gama je bilo dokazano, 
da izkazujejo dvojni oz. sluznično-kožni tropizem (Kocjan in Poljak, 2011; Schiffman in 
sod., 2016; Cubie, 2013).  
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Najpogostejše benigne spremembe na koži so kožne bradavice, ki jih glede na histologijo 
delimo na navadne, plantarne in ploščate. Pojavljajo se še posebej pri šolskih otrocih, pri 
katerih se virus z lahkoto prenaša in ohranja. Bradavice so navadno posledica okužbe z 
lrHPV genotipi (HPV-2, HPV-27, HPV-57). Vrsta/oblika bradavice je odvisna od 
virusnega genotipa, ki jo povzroča (Cubie, 2013; Schiffman in sod., 2016; Arny in Bennett, 
2010; Doorbar, 2006). Kot posledica okužbe s HPV se pojavljajo še druge lezije. 
Najpogostejša benigna novotvorba v oralnem delu je papilom grla (Kocjan in Poljak, 2011; 
Cubie, 2013). 
 
Incidenca anogenitalnih okužb s HPV močno poskoči po prvem spolnem stiku (ne nujno 
penetrativnem spolnem odnosu) (Schiffman in sod., 2016). Najpogostejše benigne 
spremembe anogenitalnega predela so anogenitalne bradavice (lat. condylomata 
acuminata). Najpogostejša povzročitelja sta genotipa HPV-6 in HPV-11. Anogenitalne 
bradavice se lahko prenašajo tudi iz okužene matere na otroka. V zadnjih letih poročajo o 
velikem porastu incidence anogenitalnih bradavic. Incidenca variira med 160 in 289 
primeri na 100.000 oseb na leto (Kocjan in Poljak, 2011; Cubie, 2013).   
 
Poleg benignih novotvorb, pa HPV povzročajo tudi številne maligne novotvorbe. Rak 
materničnega vratu je najpogostejši rak, ki je posledica okužbe s hrHPV. Gre za posledico 
dolgotrajne okužbe s hrHPV, ki se razvije preko treh stopenj predrakavih sprememb 
(CIN1, CIN2 in CIN3). Najpogostejša povzročitelja raka na materničnem vratu sta 
genotipa HPV-16 in HPV-18 (> 70 %). Poleg teh dveh genotipov so pogosti povzročitelji 
tudi genotipi HPV-58, -33, -45, -31, -52, -35, -59, -39, -51 in -56. Kot je razvidno iz slike 
8, se poleg raka materničnega vratu, kot posledica okužbe s hrHPV pojavljajo raki še na 
drugih anogenitalnih področjih. Rak zadnjika je pogostejši pri moških, ki imajo spolne 
odnose z moškimi (angl. men who have sex with men; MSM), pri posameznikih, ki so 
imeli anogenitalne bradavice in pri imunsko oslabljenih osebah (npr. bolnikih po presaditvi 
organov ali okuženih s HIV). Tako kot rak zadnjika je pogost tudi rak nožnice. Redkeje pa 
se srečamo z rakom vulve in penisa (40-60 %) (Kocjan in Poljak, 2011; Cubie, 2013; 
Doorbar in sod., 2016).  
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Najnovejši dokazi nakazujejo, da tudi približno 25 % malignih sprememb ustnega dela 
žrela povzročajo visokorizični genotipi HPV (predvsem HPV-16), predvsem pri bolnikih, 
ki nimajo klasičnih rizičnih dejavnikov, kot sta prekomerno uživanje alkohola in 
dolgotrajno kajenje (Schiffman in sod., 2016).  
 
 
Slika 8: Številčna opredelitev genotipov HPV, ki povzročajo rake na določenih delih telesa (Serrani in sod., 
2017) 
 
Na to, ali bo okužba s HPV napredovala do predrakavih sprememb oz. do raka, vpliva več 
dejavnikov. V prvi vrsti sta pomembna virusna genetika (in tudi epigenetika) in gostiteljev 
imunski odgovor. V manjšem deležu pa vplivajo še ostali rizični dejavniki: kajenje, 
alkoholizem, dolgotrajna uporaba kontracepcije, pogosto menjavanje spolnih partnerjev, 
jemanje steroidnih hormonov… (Schiffman in sod, 2016).  
 
Preglednica 3: Bolezni, ki so posledica okužb s HPV in najpogostejši genotipi HPV, ki posamezno bolezen 
povzročajo (Doorbar in sod., 2016) 
Bolezen Najpogostejši povzročitelj  
Navadne bradavice HPV-2, -27, -57 
Ploščate bradavice HPV-3,-10 
Plantarne bradavice HPV-1, -2, -4 
Bradavičasta epidermodisplazija HPV-3, -5, -8, -10 
Anogenitalne bradavice HPV-6, -11 
Anogenitalni rak in predrakave spremembe HPV-16,-18, -31, -33, -45, -51, -52 
Oralne lezije HPV-2, -6, -7, -11, -13, -16, -18, -32, -57 
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2.1.6 Preprečevanje okužb s HPV 
Razumevanje patogeneze virusa HPV in poteka okužbe pri človeku je omogočilo dva 
ključna preventivna ukrepa, ki se ju poslužuje vse več držav. Govorimo o primarni in 
sekundarni preventivi. Primarno preventivo pri okužbah s HPV predstavlja cepljenje proti 
HPV, s katerim preprečimo samo okužbo s HPV. Sekundarno preventivo pa presejalni 
programi, saj nam dolgo obdobje med okužbo s HPV in nastankom raka, omogoča 
pravočasno odkrivanje predrakavih sprememb in zdravljenje le-teh (Schiffman in sod., 
2016).  
 
2.1.6.1 Primarna preventiva 
Danes so na tržišču dostopna tri komercialna HPV cepiva, ki temeljijo na virusom 
podobnih delcih kapsidnega proteina L1 (El-Zein in sod., 2016). Prvo profilaktično HPV 
cepivo, imenovano Gardasil (Merck & Co., Kenilworth, New Jersey, ZDA), je bilo s strani 
FDA (angl. Food and drug administration) odobreno leta 2006. Gre za štirivalentno cepivo, 
ki ščiti pred okužbo s HPV-6, -11, -16 in -18. Gardasil je namenjen za uporabo od 9. leta 
starosti dalje za oba spola za preprečevanje predrakavih sprememb ter raka materničnega 
vratu ter zadnjika. Istega leta je FDA odobril drugo dvovalentno cepivo, imenovano 
Cervarix (GlaxoSmithKline (GSK) Biologicals, Rixensart, Belgija). To cepivo ščiti samo 
pred genotipoma HPV-16 in HPV-18. Cervarix je bil v Evropi dostopen že leta 2007. 
Poleg omenjenih cepiv, je od leta 2014 na tržišču še eno licenčno cepivo, imenovano 
Gardasil9 (Merck & Co., Kenilworth, New Jersey, ZDA). Gre za devetvalentno cepivo, ki 
ščiti pred HPV-6, -11, -16, -18, -31, -33, -45, -52 in -58. To cepivo je v Evropi na voljo od 
leta 2015. Cepljenje je priporočljivo predvsem za spolno še neaktivne deklice in fante. 
Danes se cepi predvsem deklice stare 9-13 let, narašča pa tudi cepljenje fantkov. Kljub 
cepljenju, je vseeno potrebno redno presejalno testiranje za cepljene posameznike, vendar 
najverjetneje po drugačni shemi (Tota in sod., 2016; Arny in Bennett, 2010; Schiffman in 
sod., 2016). 
 
Dolgoročno gledano je cepljenje najbolj učinkovita intervencija kontrole nad okužbami s 
hrHPV genotipi in s HPV povezanih rakov. Cepiva zagotavljajo popolno zaščito pred 
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cepilnimi virusnimi genotipi, kadar gre za cepljenje še neizpostavljene populacije, pri 
čemer je cepilna shema odvisna od starosti. Kljub temu, da bo prva učinkovitost cepljenja 
vidna šele, ko bodo cepljene deklice stare med 30 in 40 let, se v evropskih državah z 
visoko precepljenostjo že kažejo prvi učinki. Do decembra 2016 so s cepljenjem deklic 
pričeli že v 82 državah, s cepljenjem fantkov pa v 13 državah. Cepivo je še vedno slabo 
sprejeto, bodisi zaradi: (i) visoke cene, (ii) nezadostne zdravstvene infrastrukture, (iii) 
doseganja ciljne populacije in vzdrževanja ustrezne precepljenosti in (iv) negativnega 
mnenja javnosti o varnosti in učinkovitosti cepiva (Schiffman in sod., 2016; von Karsa in 
sod., 2015; Poljak, 2015; Serrano in sod., 2018; Tota in sod., 2016; Poljak, 2018).  
 
2.1.6.2 Sekundarna preventiva 
Evropske smernice za zagotavljanje kakovosti v presejanju za raka materničnega vratu 
predstavljajo temelj organiziranim presejalnim programom. Rak materničnega vratu je prvi 
primer raka pri človeku za katerega obstaja učinkovito presejalno testiranje, ki lahko 
poteka po dveh različnih modelih: (i) kot organizirano presejalno testiranje, ki je tipično za 
severne evropske države z razvitim javnim sistemom zdravstva ali kot (ii) oportunistično 
presejalno testiranje, ki je značilno za ZDA in nekatere druge evropske države. Glavne 
značilnosti organiziranega presejalnega sistema so: aktivno vabljenje tarčne populacije s 
strani zdravstvene institucije, programi zagotavljanja kakovosti ter protokoli, ki definirajo 
ciljno starost, interval med posameznimi testiranji, vrsto testa, merila za diagnostiko in 
zbiranje podatkov za monitoring. Oportunistično presejalno testiranje pa temelji na 
individualnih priporočilih, ki jih posameznica dobi od zdravnika. Protokol je bolj 
fleksibilen, kar dopušča možnost izbire najprimernejšega tipa testa ali prilagajanje začetne 
starosti in interval, na podlagi posameznikovih lastnosti. Tudi priložnostno presejanje sicer 
lahko prinese dobrobit posameznim ženskam, so pa uspehi na populacijski ravni bistveno 
manjši (Ronco in Rossi, 2017). 
 
Sekundarna preventiva je ključnega pomena predvsem za starejše generacije, tudi v 
državah, ki že imajo uvedeno primarno preventivo. Te generacije so zamudile ustrezno 
obdobje za cepljenje, pa tudi če so se cepile kasneje, cepivo ne more zagotavljati popolne 
imunosti (Schiffman in sod., 2016; von Karsa in sod., 2015; Poljak, 2015).  
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Glavni namen presejalnega testiranja je odkrivanje ozdravljivih predrakavih in rakavih 
sprememb in posledično zmanjšanje umrljivosti. Presejalno testiranje obsega (i) testiranje 
vseh predvidoma zdravih posameznikov, (ii) triažno testiranje pozitivnih posameznikov za 
določanje nadaljnjega zdravljenja, (iii) kolposkopijo in biopsijo pozitivnih posameznikov 
ter (iv) zdravljenje, če je to potrebno (Schiffman in sod., 2016).  
  
Trenutno večina presejalnih programov temelji na citološkem pregledu brisa materničnega 
vratu (PAP). Nova dognanja, ki temeljijo na izsledkih randomiziranih kliničnih poskusov, 
da je test HPV bolj občutljiv za odkrivanje CIN2+ v primerjavi s citologijo (Ronco in sod., 
2014), pa so vodila tudi v nova priporočila. Tako nove Evropske smernice svetujejo 
primarno HPV testiranje v presejalnih programih. Citologija zaradi nižje občutljivosti 
zahteva krajše intervale med posameznimi testiranji, z uporabo HPV testov ali ko-testiranja 
pa se ta interval lahko podaljša (Schiffman in sod., 2016; von Karsa in sod., 2015). HPV 
primarno presejalno testiranje je manj učinkovito pri ženskah mlajših od 30 let, saj je pri 
teh incidenca okužb s HPV (pre)visoka, a gre v večini primerov za prehodne okužbe, ki 
bodo spontano izzvenele in ne bodo nikoli privedle do raka materničnega vratu. Zato je za 
punce med 21. in 29. letom starosti priporočljivo, da bi presejalno testiranje potekalo samo 
s citologijo na vsaka tri leta. Je pa zanje priporočljivo cepljenje (Laudadio, 2013; Arny in 
Bennett, 2010). Primarno testiranje s HPV so uvedli v ZDA, na Nizozemskem in v 
Avstraliji, v letošnjem letu pa to načrtujejo tudi v nekaterih regijah sosednje Italije 
(Schiffman in sod., 2016).  
 
Schiffman (2016) ocenjuje, da bo z leti v državah, kjer je uveljavljeno cepljenje, presejalno 
testiranje, ki temelji na citologiji, vse manj uporabno. S precepljenostjo populacije se bo 
manjšalo število nenormalnih citoloških rezultatov. Posamezne lezije, ki jih bo moč 
opaziti, bodo najverjetneje posledica okužbe z manj karcinogenimi genotipi HPV. Vse bolj 
učinkovito bo HPV testiranje in delna genotipizacija (Schiffman in sod., 2016).  
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2.1.6.3 Preprečevanje okužb s HPV v Sloveniji 
 
Slovenija je ena izmed šestih evropskih držav, ki je uvedla cepljenje proti HPV v 
nacionalni program cepljenja in zagotovila brezplačno rutinsko cepljenje tarčne populacije. 
V šolskem letu 2009/10 so začeli s cepljenjem deklic, ki obiskujejo 6. razred. To so deklice 
stare 11-12 let. Sprva je bilo v uporabi štirivalentno cepivo, od šolskega leta 2016/2017 pa 
se cepi z devetvalentnim cepivom. Kljub temu, da so stroški cepljenja v celoti kriti s strani 
države, se letno cepi samo približno 50 % deklic. Ta odstotek močno variira med 
posameznimi slovenskimi regijami, od 32 – 79 %. Cepljenje fantkov v Sloveniji žal še 
vedno ni uvedeno v nacionalni program cepljenja (Troha in sod., 2018; NIJZ, 2016).  
 
 
Slika 9: Precepljenost (delež cepljenih) šestošolk proti okužbam s HPV (s 3 odmerki cepiva) po zdravstvenih 
regijah, Slovenija, šolska leta 2012/13 – 2016/2017 (NIJZ, 2018) 
precepljenost (%)  
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V Sloveniji smo z oportunističnim presejalnim testiranjem začeli že leta 1960 (Maver in 
sod., 2013). Kljub temu se je število novih primerov raka materničnega vratu konec 
devetdesetih vztrajno večalo in nas uvrščalo v zgornjo tretjino lestvice evropskih držav po 
incidenci. To je bila tudi spodbuda, da smo leta 2003 začeli z državnim organiziranim 
presejalnim programom za raka na materničnem vratu, imenovanim ZORA. Od takrat je 
vsaka ženska med 20 in 64 letom povabljena na preventivni ginekološki pregled na vsaka 3 
leta, kjer ji odvzamejo PAP bris. Incidenca primerov raka na materničnem vratu je tako 
močno upadla, in sicer iz 203 novih primerov v letu 2003 na 153 novih primerov v letu 
2006 in 121 novih primerov v letu 2016 (Slika 11). To pomeni skoraj 50 % znižanje 
incidence. Danes je umrljivost zaradi raka materničnega vratu v Sloveniji med 40-50 
primeri letno (Obradovic in sod., 2010; Maver in sod., 2013).  
 
Slika 10: Incidenca raka na materničnem vratu v Sloveniji od 2003-2016 (Program ZORA, 2016) 
 
V letu 2010 je bil program presejalnega testiranja nadgrajen z vključitvijo triažnega HPV 
testiranja. Tako se od 2011 triažno HPV testiranje uporablja v primeru (i) citologije s 
patološkim izvidom nizke stopnje (pri ženskah z neopredeljenimi atipičnimi ploščatimi in 
žleznimi celicami) ali pri ženskah s CIN1 in (ii) testiranja uspešnosti zdravljenja 
predrakavih in rakavih sprememb. Stroške testiranja pri izpolnjenih indikacijah v celoti 
krije država. HPV testiranje izvajata dva laboratorija v Sloveniji (Maver in sod., 2013; 
Program ZORA, 2016).  
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Slika 11: Poenostavljena shema presejalnega testiranja za raka na materničnem vratu v Sloveniji (Program 
ZORA, 2016) 
 
Slovenija je z zelo dobrim presejalnim programom v zelo kratkem obdobju močno znižala 
incidenco raka materničnega vratu, kljub temu pa strokovnjaki verjamejo, da lahko s 
cepljenjem in uporabo novih tehnologij, incidenca še pade.  
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2.2 DIAGNOSTIKA OKUŽB S HPV 
Osnovni klinični vzorec za testiranje na prisotnost HPV je bris. Največkrat gre za bris 
materničnega vratu, lahko pa tudi za bris nožnice, penisa, novotvorbe, kože, dlačnih 
mešičkov, … Bris odvzet z ustreznim pripomočkom (npr. posebna krtačka) se nato v 
ustreznem transportnem gojišču pošlje v diagnostičen laboratorij. V telesnih tekočinah, kot 
sta urin in kri, HPV ne dokazujemo (Kocjan in Poljak, 2011).  
 
Tekom let so se razvile številne metode za dokazovanje HPV v kliničnih vzorcih, z izjemo 
seroloških metod, ki se v rutinski diagnostiki ne uporabljajo. Pojav merljive količine 
protiteles v serumu namreč zaznamo šele nekaj mesecev po naravni okužbi, pa še to manj 
kot pri polovici okuženih, kar vpliva na občutljivost testiranja (Schiffman in sod., 2016).  S 
problemom slabe občutljivosti testa se srečamo tudi pri tradicionalnih metodah, kot so (i) 
opazovanje značilnih citopatskih sprememb epitelija s svetlobnim mikroskopom ali (ii) 
opazovanje virusnih delcev z elektronskim mikroskopom ali (iii) dokazovanje virusnih 
strukturnih beljakovin z imunohistokemijo. Zaradi te pomanjkljivosti, se tradicionalne 
metode ne uporabljajo več v rutinski diagnostiki okužb s HPV. Molekularne metode so 
tako skoraj edino orodje za diagnostiko okužb s HPV (Poljak in Kocjan, 2011; Poljak in 
sod., 2005; Meijer in sod., 2009).  
 
2.2.1 Citološki pregled brisa materničnega vratu 
 
Citološki pregled brisa materničnega vratu je v večini držav še vedno najpogosteje 
uporabljena metoda v diagnostiki raka materničnega vratu. Gre za metodo, kjer z uporabo 
svetlobnega mikroskopa analiziramo predhodno obarvan bris materničnega vratu ali 
celične suspenzije iz tekočega citološkega medija. Za razvrščanje izvidov je v uporabi 
klasifikacija po Bethesdi. Ta citološke izvide deli na negativne za intraepitelijske lezije 
(normalen bris) ali na bolezensko spremenjene epitelijske celice (patološke). Morfološke 
ugotovitve citoloških analiz določajo raven tveganja za razvoj raka na materničnem vratu 
(Laudadio, 2013; Arnej in sod., 2010). Ima pa citologija svoje pomanjkljivosti, kot so 
nizka občutljivost, slaba ponovljivost in v veliki meri subjektivna presoja citologov (El-
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Zein in sod., 2016; Tota in sod., 2017). Zaradi teh lastnosti citologijo vse bolj nadomeščajo 
molekularne metode (Kulasingam in sod., 2002)  
 
Poleg PAP testa je potrebno omeniti še kolposkopijo. Kolposkopija je pregled 
materničnega vratu z mikroskopom imenovanim kolposkop. Gre za pregled z ocetno 
kislino, ki poudari vnetje in s HPV povezane celične spremembe. Po uporabi ocetne kisline 
se s povečevalno lečo oceni lezije na materničnem vratu. Če so nenormalne lezije prisotne, 
zdravnik odščipne košček tkiva in ga pošlje na histološke preiskave (biopsijo), ki 
omogočajo dokončno postavitev diagnoze (Schiffman in sod., 2016).  
 
2.2.2 Molekularne metode 
 
HPV testiranje se danes v rutinski diagnostiki najpogosteje uporablja (i) pri ženskah z 
nejasnim ali mejnim rezultatom presejalnega testiranja s citologijo, da se zdravniki 
odločijo, katere ženske je potrebno napotiti na kolposkopijo; (ii) za sledenje žensk, ki so 
imele pozitiven rezultat pri citologiji in negativen rezultat pri kolposkopiji/biopsiji, (iii) za 
kontrolo uspešnosti (operativnega) zdravljenja CIN2+ lezij na materničnem vratu in (iv) za 
primarno presejalno testiranje za zgodnje odkrivanje raka na materničnem vratu pri 
ženskah starih 30 let ali več, kot samostojen test ali v kombinaciji s citologijo (Kocjan in 
Poljak, 2011). Molekularne metode v rutinski diagnostiki v grobem delimo na 
hibridizacijske metode in na metode pomnoževanja nukleinskih kislin (Arny in Bennett, 
2010). 
 
2.2.2.1 Hibridizacijske metode 
 
S hibridizacijskimi metodami dokazujemo prisotnost značilnih zaporedij HPV DNA z 
DNA- in RNA-lovkami, ki so označene z radioaktivnimi izotopi ali neradioaktivnimi 
snovmi (fluorescentna barvila, biotin). Med lovkami in komplementarnimi tarčnimi 
zaporedji virusne DNA nastanejo tako imenovani hibridi. Lovke so lahko specifične za 
samo en genotip HPV, lahko pa so namenjene prepoznavanju večih genotipov. Slednje 
imenujemo skupinsko specifične lovke. Kako trdna je povezava med lovko in tarčno DNA 
pa ni odvisno samo od medsebojne skladnosti nukleotidnega zaporedja obeh verig, ampak 
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tudi od pogojev, v katerih poteka reakcija hibridizacije (Poljak in sod., 2005). Med 
hibridizacijske metode sodijo (i) hibridizacija po Southernu (angl. Southern blot 
hybridization), (ii) hibridizacija in situ (angl. in situ hybridization; ISH), (iii) hibridizacija 
dot-blot in (iv) tekočinska hibridizacija (hc2). Te metode običajno zahtevajo preveč časa, 
sposobnosti in opreme, zato niso primerne za rutinsko diagnostiko in so jih v zadnjih letih 
zamenjale bolj občutljive in zanesljive metode, ki temeljijo na testu verižne reakcije s 
polimerazo (angl., polymerase chain reaction; PCR) (Arny in Bennett, 2010; Poljak in sod., 
2005).  
 
2.2.2.1.1 Hybrid Capture 2 HPV DNA test (hc2) 
Hybrid capture 2 HPV DNA test (hc2; Qiagen, Hilden Nemčija) je komercialno dostopen 
test za dokazovanje HPV okužb in je bil prvi in kar nekaj časa edini molekularni, s strani 
FDA odobreni, test za diagnostiko okužb s HPV. Temelji na principu tekočinske 
hibridizacije, ki uporablja mešanico dveh kompletov neoznačenih enoverižnih RNA lovk 
dolžine celotnega genoma. En komplet lovk je specifičen za lrHPV, drugi pa za hrHPV 
DNA. V tekočini tako pride do hibridizacije tarčne DNA in RNA lovk. Nastali DNA-RNA 
hibridi se vežejo s poliklonskimi protitelesi na dnu mikrotitrske ploščice, ki so označeni z 
alkalno fosfatazo. Po dodatku kemiluminiscentnega substrata pa pride do svetlobne 
reakcije. Intenziteto svetlobe izmerimo z luminometrom in jo podamo kot razmerje med 
relativnimi svetlobnimi enotami (angl. Relative Light Units; RLU) in mejno vrednostjo 
(angl. cut-off value; CO). Več je nastalih hibridov, večja je intenziteta svetlobe. Test 
generira kvalitativen rezultat o prisotnosti ali odsotnosti tarčnih genotipov HPV (HPV-16, -
18, -31, -33, -35, -45, -51, -52, -56, -58, -59 in -68) (Cook in sod., 2015; Poljak in sod., 
2011; Arny in Bennett, 2010; Poljak in sod., 2005). Uporabljen je bil v številnih ključnih 
raziskavah, kjer so dokazali klinično pomembnost hrHPV testiranja. Hc2 se danes 
uporablja kot referenčni test (˝zlati standard˝), za validacijo novih HPV DNA testov. Kot 
vsak test, ima tudi hc2 svoje pomanjkljivosti. Je manj občutljiv kot PCR, vendar bolj 
specifičen in ima višjo pozitivno napovedno vrednost za CIN3. Občasno, zaradi navzkrižne 
reaktivnosti, daje lažno pozitivne rezultate, zlasti v območju mejne pozitivnosti (Cook in 
sod., 2015; Poljak in sod., 2011; Arny in Bennett, 2010; Poljak in sod., 2005). 
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2.2.2.2 Metoda pomnoževanja nukleinskih kislin 
 
Metode pomnoževanja nukleinskih kislin temeljijo na verižni reakciji s polimerazo, kjer 
pomnožujemo določena kratka zaporedja HPV DNA. Teoretično velja, da lahko s PCR po 
30 ciklih pomnoževanja enega fragmenta DNA dobimo 1 milijon kopij istega fragmenta. 
PCR sestavljajo trije osnovni koraki: denaturacija, naleganje in aktivacija DNA. 
Denaturacija poteka pri 95 °C, prileganje pri približno 55 °C in aktivacija pri 72 °C. Pri 
testu lahko izbiramo med genotipsko značilnimi ali skupinsko značilnimi začetnimi 
oligonukleotidi. Najpogosteje se pri reakciji uporabljajo skupinsko značilni začetni 
oligonukleotidi, ki nalegajo gen za kapsidni protein L1. Kot je bilo že omenjeno, gre tu za 
regijo, ki je močno ohranjena pri vseh genotipih in tako omogoča hkratno zaznavanje 
številnih genotipov HPV. Takšni začetni oligonukleotidi so PGMY09/11, GP5+/6+ in 
SPF10. Nastale pridelke naknadno dokazujemo s tehnikami, kot so gelska elektroforeza, 
encimska razgradnja pridelkov PCR (npr. RFLP, angl. restriction lenght polymorphism), 
encimsko oligonukleotidni test in dot-blot. Danes se najpogosteje uporablja metoda PCR v 
realnem času (angl. real-time PCR; RT-PCR) (Kocjan in Poljak, 2011; Arny in Bennett, 
2010; Poljak in sod., 2005). 
 
RT-PCR je zelo občutljiva metoda, ki uporablja kombinacijo fluorescentno označenih lovk 
in začetnih oligonukleotidov, kar omogoča tudi kvantitativno podajanje rezultatov testa. 
Danes obstaja široka paleta komercialno dostopnih RT-PCR testov za diagnostiko okužb s 
HPV, vendar so le redki klinično validirani. Eden izmed HPV testov, ki izpolnjuje 
dogovorjene standarde za klinično uporabo je Abbot RealTime High Risk HPV test 
(Abbott-RT; Abbott, Wiesbaden, Nemčija) (Arny in Bennett, 2010).  
 
2.2.2.2.1 Abbott RealTime High Risk HPV test (Abbott-RT) 
Abbott-RT omogoča delno genotipizacijo za HPV-16 in HPV-18 ter hkratno detekcijo 12 
hrHPV genotipov (HPV-31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56 ,-58, -59, -66 in -68). Temelji 
na principu RT-PCR in se izvaja na aparaturi m2000rt (Abbott). Za pomnoževanje 
uporablja dva para modificiranih GP5+/6+ oligonukleotidnih začetnikov. Hkratno 
pomnoževanje 136 bp dolgega človeškega gena za beta-globin se uporablja kot interna 
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kontrola za ustreznost vzorca, DNA osamitve in pomnoževanja. Test uporablja 4 kanale za 
detekcijo flourescentnih signalov: enega za detekcijo interne kontrole, drugega za detekcijo 
HPV-16, tretjega za detekcijo HPV-18 in zadnjega, četrtega, za detekcijo preostalih 12 
hrHPV. Osamitev DNA se lahko izvede ročno ali s popolnoma avtomatiziranim 
instrumentom m2000sp (Abbott) ali manjšim m24sp (Abbott) (Kocjan in sod., 2013; 
Poljak in sod., 2011; Poljak, 2015). V vseh preteklih raziskavah je Abbott-RT izkazal 
primerljivo analitično in klinično specifičnost in občutljivost kot hc2 in izpolnil vse 
kriterije za uporabo v klinični praksi kot triažni test HPV pri ženskah z nejasnim izvidom 
citologije in kot primarni presejalni test za zgodnje odkrivanje raka materničnega vratu 
(Kocjan in sod., 2013; Poljak in sod., 2011; Poljak, 2015). 
 
2.2.2.2.2 14 High-risk HPV with 16/18 Genotyping Real-time PCR (HBRT-H14) 
14 high-risk HPV with 16/18 Genotyping Real-time PCR (Hybribio Limited, Hongkong, 
Kitajska) je relativno nov HPV test, ki temelji na multipleks PCR v realnem času. Enako 
kot Abbott-RT, tudi HBRT-H14 omogoča hkratno detekcijo HPV-16, HPV-18 in 12 
hrHPV genotipov (HPV-31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56 ,-58, -59, -66 in -68). 
Pomnoževanje tarčne DNA poteka z oligonukleotidnimi začetniki, ki so specifični za E 
regijo virusnega genoma. DNA produkte, ki so veliki 70-200 bp, zaznajo s fluorokromi 
označene lovke. Lovke in začetni oligonukleotidi so razdeljeni v 4 skupine: (i) za detekcijo 
12 hrHPV (brez HPV-16/18), (ii) za detekcijo HPV-16, (iii) za detekcijo HPV-18 in (iv) za 
detekcijo beta-globina, ki služi kot interna kontrola kvalitete DNA vzorcev in prisotnosti 
potencialnih inhibitornih substanc. Za označitev lovk so uporabili 4 različne flourokrome: 
(i) HEX (553 nm) za HPV-16, (ii) ROX (607 nm) za HPV-18, (iii) FAM (518 nm) za 
ostalih 12 hrHPV in (iv) Cy5 (667 nm) za beta-globin. RT-PCR poteka v aparaturi Applied 
Biosystems 7500 real-time PCR system (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA). V 
nedavno izvedeni preiskavi so ugotovili, da je HBRT-H14 primeren za klinično uporabo in 
primarno presejalno testiranje, vendar so potrebne še nadaljnje študije (Yang in sod., 
2016). 
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2.2.3 Klinično validirani molekularni testi  
 
Po podatkih iz literature je danes na svetovnem trgu vsaj 200 različnih komercialno 
dostopnih testov HPV in vsaj 130 njihovih različic (Poljak, 2015). Le redki med njimi pa 
dosegajo dogovorjene standarde, ki jih morajo testi izpolnjevati za klinično uporabo. 
Klinična validiranost testa je definirana kot sposobnost testa, da razlikuje med 
posamezniki, ki imajo bolezen in posamezniki, ki je nimajo. Sestavljata jo dve 
komponenti; občutljivost in specifičnost. Specifičnost testa je definirana kot sposobnost 
testa, da med vsemi pravilno prepozna vse, ki imajo bolezen. Občutljivost pa je definirana 
kot sposobnost testa, da med vsemi pravilno prepozna zdrave (Gordis, 2014). Pomembna 
parametra sta tudi pozitivna napovedna vrednost (angl. positive predictive value; PPV), ki 
nam pove, kakšna je verjetnost, da ima oseba s pozitivnim rezultatom testa tudi dejansko 
bolezen, in negativna napovedna vrednost (angl. negative predictive value; NPV), ki nam 
pove, kakšna je verjetnost, da je oseba z negativnim rezultatom testa, tudi dejansko brez 
bolezni. Ta dva parametra pomagata zdravnikom pri odločanju o nadaljnjem 
ukrepanju/zdravljenju (Tota in sod., 2017). 
 
Kljub tako velikemu številu HPV testov, ki so komercialno dostopni, le omejeno število 
testov zadovoljuje minimalnim kriterijem za varno uporabo v klinični praksi. Skoraj tri 
četrtine testov pa sploh še ni bilo evaluiranih. Da bi olajšali uvedbo novih HPV testov je 
mednarodna skupina strokovnjakov objavila priporočila o tem, kako ustrezno ovrednotiti 
novo razvite teste. Priporočila temeljijo na tem, da mora nov HPV test izpolnjevati 
naslednje kriterije: (i) klinična specifičnost za CIN2+ mora biti vsaj 98 % klinične 
specifičnosti testa hc2 pri populaciji žensk starih trideset let ali več, (ii) klinična 
občutljivost mora biti vsaj 90% klinične občutljivosti hc2 pri populaciji žensk starih 
trideset let ali več in (iii) nov test mora izkazovati dobro znotrajlaboratorijsko ponovljivost 
in medlaboratorijsko primerljivost s spodnjim intervalom zaupanja vsaj 87 % (Meijer in 
sod., 2009). Pomembno je, da ima test optimalno razmerje med klinično občutljivostjo in 
klinično specifičnostjo za detekcijo CIN2+, da zazna vse ženske z rakom materničnega 
vratu oz. vmesne prekurzorje in da hkrati ne odkrije preveč prehodnih klinično nemih 
okužb (Poljak in sod., 2011). Za medlaboratorijsko primerjavo je potrebnih vsaj 500 
vzorcev, med katerimi je vsaj 30 % pozitivnih (Meijer in sod., 2009; Laudadio, 2013; Cook 
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in sod., 2015). Se pa lahko validirani testi med seboj razlikujejo v avtomatizaciji, ceni, 
tehnologiji in sposobnosti analize različno velikega števila vzorcev (Poljak, 2015). Za te 
teste je zaželeno, da zaznavajo vsaj 14 genotipov hrHPV iz rodu alfa. Kljub široki paleti 
molekularnih testov, le redki razlikujejo med 14 genotipi (Arny in Bennett, 2010).  
 
S strani FDA je za klinično uporabo in presejalno testiranje odobrenih samo šest testov: 
hc2, Cervista HPV 16/18 (Hologic, Bedford, ZDA), Cervista HPV HR (Hologic), cobas 
4800 HPV test (Roche Molecular Diagnostic, Basel, Švica), APTIMA HPV Assay (Gen-
Probe, San Diego, Kalifornija, ZDA) in BD Onclarity HPV assay (BD Diagnostic, Sparks, 
MD, ZDA). Cervista HPV16/18 je bil prvi s strani FDA odobreni genotipizacijski test 
(Arny in Bennett, 2010; Wright Jr in sod., 2014; Cubie in Cuschieri, 2013). 
 
Poleg zgoraj naštetih s strani FDA odobrenih testov, se na podlagi mednarodnih smernic 
kot klinično validirani smatrajo še naslednji HPV testi: GP5+/6+ PCR-EIA (Diassay B.V., 
Rijkswijk, Nizozemska), Abbott-RT (Abbott), PapilloCheck HPV-Screening test (Greiner 
Bio-One, Frickenhausen, Nemčija) in HPV-Risk assay (Self-Screen BV, Amsterdam, The 
Netherlands) (PAHO, 2016; Arbyn in sod., 2015).  
 
32 
Amon T. Primerjava komercialnih testov za dokazovanje okužb s HPV … predrakavih sprememb materničnega vratu.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
   
 
Preglednica 4: Karakteristike komercialno dostopnih molekularnih testov za dokazovanje okužb s HPV, ki imajo odobritev s strani FDA (angl. Food and drug 
adminidtration) (PAHO, 2016; Cuzick in sod., 2013; Cubie in Cuschieri, 2013) 
Molekularni test 
(proizvajalec) 
Genotipi, ki jih 
dokazuje 
Uporabljena tehnologija 
Leto 
odobritve 
Indikacija 
Hybrid Capture 2 High 
Risk HPV DNA test 
(Digene, Hilden, Nemčija) 
HPV-16, -18, -31, -33, -
35, -39, -45, -51, -52, -
56, -58, -59 in -68 
Tekočinska hibridizacija z RNA lovkami 
za L1 gen virusnega genoma. Nastale 
hibride zaznamo s protitelesi in 
kemiluminescentno raztopino. 
2003 
Triažni test v primeru dolgotrajne okužbe s 
hrHPV ali v primeru mejnih rezultatov 
citologije. 
Cervista HPV HR and 
Genfind DNA Extraction 
(Hologic, Bedford, ZDA) 
HPV-16, -18, -31, -33, -
35, -39, -45, -51, -52, -
56, -58, -59, -66 in -68 
Pomnoževanje E6 in E7 genov virusne 
DNA z uporabo FRET (angl. 
fluorescence resonance energy transfer) 
začetnih oligonukleotidov in zaznavanje 
fluorescentnega signala. 
2009 
Triažni test v primeru mejnih rezultatov 
citologije. Določanje tveganja pacientke za 
razvoj raka na materničnem vratu. 
Cervista HPV 16/18 
(Hologic, Bedford, ZDA) 
HPV-16, -18, -31, -33, -
35, -39, -45, -51, -52, -
56, -58, -59, -66 in -68 
Pomnoževanje E6 in E7 genov virusne 
DNA z uporabo FRET (angl. 
fluorescence resonance energy transfer) 
začetnih oligonukleotidov in zaznavanje 
fluorescentnega signala. Omogoča 
genotipizacijo HPV-16 in HPV-18. 
2009 
Vzporedna ali zaporedna uporaba s Cervista 
HPV HR and Genfind DNA Extraction. 
cobas 4800 HPV test 
(Roche Molecular 
Systems, Basel, Švica) 
HPV-16, -18, -31, -33, -
35, -39, -45, -51, -52, -
56, -58, -59, -66 in -68 
PCR v realnem času, kjer pomnožujemo 
L1 gen virusnega genoma. Omogoča 
genotipizacijo HPV-16 in HPV-18. 
2011 
Primarni presejalni test ali triažni test v primeru 
mejnih rezultatov citologije. Pomoč pri 
odločanju o nadaljnjih potekih/zdravljenju. 
APTIMA HPV Assay 
(Gen-Probe, San Diego, 
Kalifornija, ZDA) 
HPV-16, -18, -31, -33, -
35, -39, -45, -51, -52, -
56, -58, -59, -66 in -68 
PCR v realnem času, kjer pomnožujemo 
mRNA onkoproteinov E6 in E7. 
2011 
Triažni test v primeru mejnih rezultatov 
citologije. Določanje tveganja pacientke za 
razvoj raka na materničnem vratu. 
BD Onclarity HPV assay 
(BD Diagnostic, Sparks, 
MD, ZDA) 
HPV-16, -18, -31, -33, -
35, -39, -45, -51, -52, -
56, -58, -59, -66 in -68 
PCR v realnem času, kjer pomnožujemo 
E6 in E7 gena virusnega genoma. 
Omogoča genotipizacijo HPV-16, HPV-
18 in HPV-45. 
2018 
Primarni presejalni test ali triažni test pri 
nejasnih ali mejnih citoloških rezultatih. 
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Danes številne države z organiziranimi presejalnimi programi prehajajo iz klasične 
citologije na hrHPV testiranje z validiranimi molekularnimi testi (Cook in sod., 2015). 
Ronco in Rossi (2017) sta naredila temeljit pregled literature na temo presejalnega 
testiranja. Medtem ko ameriške smernice priporočajo ko-testiranje s citologijo in testom 
HPV, evropske smernice kot test izbire priporočajo HPV test (Ronco in Rossi, 2017).  
 
Presejalne preiskave so pokazale številne prednosti klinično validiranih HPV testov, ki 
zaznavajo prisotnost virusnih nukleinskih kislin, pri zgodnjem odkrivanju predrakavih 
sprememb in raka, v primerjavi s citologijo: (i) HPV testi so bolj občutljivi in ponovljivi 
pri odkrivanju predrakavih sprememb in raka kot citologija, ki v veliki meri temelji na 
subjektivni presoji citologov; (ii) Imajo višjo negativno napovedno vrednost za CIN2+, do 
99 %; (iii) V primerjavi s citologijo imajo HPV testi možnost avtomatizacije in preverjanja 
kakovosti velikega števila vzorcev; (iv) Kljub daljšim časovnim intervalom med 
posameznimi pregledi, zagotavljajo večjo varnost in s tem znižujejo stroške presejalnega 
testiranja; (v) Prednost predstavlja tudi možnost samoodvzema vzorca, kar pomeni velik 
potencial za razširitev presejalnega testiranja na neodzivnice ali do žensk, ki niso del 
primarne zdravstvene oskrbe v urbanem svetu; (vi) Če pa pogledamo malo v prihodnost, se 
bo učinkovitost (občutljivost, specifičnost in PPV) HPV testov veliko manj spreminjala pri 
presejalnem testiranju cepljene populacije, kot učinkovitost citologije, ki s precepljenostjo 
populacije pada (El-Zein in sod., 2016; Tota in sod., 2017; Kulasingam in sod., 2002; 
Schiffman in sod., 2016; von Karsa in sod., 2015; Arbyn in sod., 2012). 
. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
V raziskavo smo vključili 1.600 brisov materničnega vratu, ki so bili odvzeti istemu številu 
slovenskih žensk starih od 20 do 64 let, ki so sodelovale v predhodnih raziskavah. Brisi so 
bili odvzeti z endocervikalno metlico ali s plastično lopatko v kombinaciji z 
endocervikalno krtačko in v gojišču ThinPrep PreservCyt Solution (ThinPrep; Hologic 
Inc., Marlborough, ZDA) poslani v Laboratorij za molekularno mikrobiologijo in 
diagnostiko hepatitisov in aidsa na Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo.  
 
Od 1.600 vzorcev je bilo 1.300 vzorcev pridobljenih iz velike slovenske raziskave, v kateri 
so sodelovale ženske, ki so se udeležile rednega presejalnega testiranja za raka na 
materničnem vratu v Sloveniji med decembrom 2009 in avgustom 2010 v eni izmed 16 
ginekoloških ambulant po Sloveniji. Te ženske so predstavljale populacijo iz presejanja, ki 
smo jo obogatili z dodatnimi 300 vzorci, pridobljenimi na največji slovenski kolposkopski 
kliniki (Univerzitetni klinični center Ljubljana), ki so predstavljali obogateno populacijo. 
Med temi 300 vzorci je bilo: (i) 100 brisov materničnega vratu odvzetih ženskam z 
atipičnimi ploščatimi celicami materničnega vratu neopredeljenega pomena (APC-N), (ii) 
100 brisov materničnega vratu odvzetih ženskam s ploščatocelično intraepitelijsko lezijo 
nizke stopnje (PIL-NS) in (iii) 100 brisov materničnega vratu odvzetih ženskam s 
ploščatocelično intraepitelijsko lezijo visoke stopnje (PIL-VS).  
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3.2 METODE 
 
Slika 12: Shema eksperimentalnega dela 
 
3.2.1 Postopek osamitve DNA 
Osamitev celokupne DNA iz vzorcev smo izvedli z uporabo kemikalij iz kompleta 
QIAamp DNA Mini kit (Qiagen). 
Najprej smo 1 ml vzorca centrifugirali 20 minut pri 11.766 obratih na minuto (angl. 
rotations per minute; rpm). Po končanem centrifugiranju smo supernatant odlili, usedlino 
pa smo uporabili za nadaljnje postopke. Nastali usedlini smo dodali 200 µl PBS pufra in 
vsebino vorteksirali. 
V novo epico smo zmešali 20 µl proteinaze K, 200 µl zgoraj opisanega vzorca v PBS pufru 
in 200 µl ALT pufra. Vse skupaj smo vorteksirali in inkubirali deset minut pri 56 °C. Po 
končani inkubaciji smo vsebino na kratko centrifugirali. V vsak vzorec smo dodali 200 µl 
etanola (96-100 %), vsebino dobro zvorteksirali in na kratko centrifugirali. Celotno 
vsebino epice smo prenesli v 2 ml zbiralne tubice s koloncami. Vse skupaj smo 
centrifugirali 1 minuto pri 8.000 rpm. Po končani centrifugi smo kolonce prenesli v nove 2 
ml zbiralne tubice, dodali 500 µl spiralnega pufra AW1 in centrifugirali 1 minuto pri 8.000 
rpm. Kolonce smo ponovno prenesli v nove 2 ml zbiralne tubice in dodali 500 µl 
spiralnega pufra AW2. Sledilo je triminutno centrifugiranje pri 14.000 rpm. Kolonce smo 
še zadnjič prenesli v nove 2 ml zbiralne tubice in centrifugirali eno minuto pri 14.000 rpm. 
Kolonce smo nato prestavili v nove epice in dodali 100 µl elucijskega pufra AE. Po 
VZORCI
ThinPrep 
PreservCyt solution
hc2 
conversion kit
hc2
Abbott-RT
QIAamp DNA 
Mini kit
HBRT-14
statistična
analiza
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minutni inkubaciji na sobni temperaturi je sledilo minutno centrifugiranje pri 8.000 rpm. 
Po končanem centrifugiranju smo kolonce zavrgli, epice z osamljeno DNA pa smo do 
uporabe shranili v hladilnik na 4 °C. 
 
3.2.2 HPV testiranje 
 
V nalogi smo uporabili tri različne HPV teste: hc2, Abbott-RT in HBRT-H14. hc2 je 
semikvantitativen komercialno dostopen hibridizacijski test, ki zazna prisotnost 13 
visokorizičnih genotipov HPV (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59 
in -68), Abbott-RT in HBRT-H14 pa temeljita na metodi verižne reakcije s polimerazo v 
realnem času in omogočata hkratno detekcijo genotipov HPV-16 in HPV-18 ter prisotnost 
ostalih 12 hrHPV (HPV-31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, -66 in -68). 
 
3.2.2.1 Konverzija vzorcev (Hybrid Capture 2 Sample Conversion Kit) 
 
Pred izvedbo hc2 (Qiagen) testa smo morali vzorce predhodno obdelati s kompletom 
kemikalij Hybrid Capture 2 Sample Conversion Kit (Qiagen) po navodilih proizvajalca. 
Komplet vsebuje reagente, ki omogočajo odstranitev ThinPrep gojišča (Hologic), 
resuspendiranje usedline v novem gojišču in denaturacijo cervikalnih celic pridobljenih z 
brisom. Tako obdelani vzorci se nato primerni za testiranje s testom hc2 (Qiagen). 
Vzorec v gojišču ThinPrep smo dobro premešali in prenesli 4 ml vzorca v ustrezno 
označeno 15 ml koničasto epruveto ter dodali 400 µl Sample Conversion pufra. Epruvete 
smo nato vorteksirali in 15 minut centrifugirali pri 2.900 x g. Med centrifugiranjem smo 
pripravili denaturacijski reagent (DNR) tako, da smo v flaško z DNR dodali 3 kapljice 
indikatorskega barvila. Raztopina se je obarvala temno vijolično. Nato smo pripravili 
delovno mešanico STM/DNR iz Specimen Transport medija (STM) in predhodno 
pripravljenega denaturacijskega reagenta. Mešanico STM/DNR smo pripravili v razmerju 
2:1, kar je za 1 vzorec pomenilo 120 µl STM in 60 µl DNR. Po končanem centrifugiranju 
smo previdno odlili supernatant in obrnjeno epruveto 6 x previdno zavrteli na staničevini, 
da smo odstranili vse kapljice supernatanta in hkrati preprečili peletu, da bi se odlepil od 
dna epruvete. V vsako epruveto smo nato dodali 150 µl mešanice STM/DNR. Z vsaj 30 
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sekundnim vorteksiranjem vzorcev pri najvišji hitrosti smo resuspendirali usedlino. 
Resuspendirane vzorce smo nato 15 min inkubirali v vodni kopeli pri 65 °C. Po inkubaciji 
smo vzorce ponovno vorteksirali in jih nato še za 30 minut postavili nazaj v vodno kopel 
na 65 °C. Po inkubaciji smo celotno vsebino epruvet prenesli v ustrezno označene 2 ml 
epice in nadaljevali s hc2.  
V enem postopku konverzije, ki je trajala približno 2 uri, smo lahko hkrati obdelali največ 
32 vzorcev, saj bi bila pri večjem številu vzorcev velika verjetnost, da bi se, med 
osuševanjem epruvetk na staničevini, usedlina ponovno raztopila oziroma odlepila od dna. 
3.2.2.2 Hybrid Capture 2 HPV DNA test (hc2) 
 
Pred začetkom izvajanja testa, smo pripravili denaturacijsko raztopino (DNR) tako, da smo 
denaturacijskemu reagentu dodali 5 kapljic indikatorskega barvila in dobro premešali, da 
se je raztopina v celoti obarvala temno vijolično. V štiri označene 1,5 ml epice smo 
odpipetirali 200 µl negativnega kalibratorja (NC) in high-risk HPV kalibratorja (HRC) ter 
100 µl low-risk HPV quality kontrole (QC1-LR) in high-risk HPV quality kontrole (QC2-
HR). HRC vsebuje 1 pg/ml HPV-16 DNA, QC1-LR in QC2-HR pa vsebujeta 5 pg/ml HPV 
DNA; razlikujeta se v tem, da prvi vsebuje HPV-6 DNA, drugi pa HPV-16 DNA. 
 
Denaturacija: V vse epice smo dodali DNR. Volumen dodanega DNR je ustrezal 
polovičnemu volumnu kalibratorja/kontrole/vzorca (glej Preglednico 5). To pomeni, da 
smo v prvi dve epici, ki sta vsebovali kalibratorje, dodali po 100 µl DNR, v drugi dve epici 
s kontrolama pa po 50 µl DNR. Epicam z vzorci DNR nismo dodali, saj smo ga dodali že v 
postopku konverzije. Epice smo nato zaprli, vorteksirali in inkubirali 45 minut pri 65 °C.  
Preglednica 5: Količina dodanega denaturacijskega reagenta (DNR) k posameznemu kalibratorju ali kontroli 
Kalibrator /kontrola/vzorec Količina dodanega DNR (µl) 
NC 100 
HRC 100 
QC1-LR 50 
QC2-HR 50 
vzorec 50 
 
Po inkubaciji smo kalibratorje, kontrole in vzorce vorteksirali in jih pustili 15 min pri sobni 
temperaturi, da so se ohladili. 
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Hibridizacija: Med inkubacijo smo pripravili mešanico hrHPV sond. V tri 2 ml epice smo 
v razmerju 25:1 odpipetirali 1 ml raztopine Probe Diluent in 40 µl hrHPV sond na epico. 
Epice smo nato dobro zvorteksirali in po 25 µl nastale mešanice razdelili v tubice, ki smo 
jih pripravili na stojalu. 
 
V prvo kolono tubic, v katere smo predhodno dodali hrHPV sonde, smo dodali najprej 3-
krat NC, nato 3-krat HRC in nazadnje še QC1-LR in QC2-HR. V naslednjo kolono smo 
nato pričeli po vrsti dodajati vzorce. Volumen dodanih kalibratorjev, kontrol in vzorcev je 
bil 75 µl.  Epice smo pokrili s folijo, jih skupaj s stojalom premešali, pokrili s pokrovom in 
jih inkubirali 60 min v vodni kopeli pri 65 °C. V tem času je ob prisotnosti ustrezne hrHPV 
DNA prišlo do nastajanja hibridov med tarčno HPV DNA in hrRNA lovkami.  
 
Med 60 minutno inkubacijo smo vklopili napravo Digene DML2000 Microplate 
Luminometer (DML2000TM; Qiagen) in odprli program Digene Microplate System 2.0 
(DMS2), kamor smo vnesli oznake naših vzorcev. 
 
Vezava hibridov: Po enourni inkubaciji smo celotno vsebino epic (100 µl) prenesli v 
mikrotitrsko ploščico, v kateri so na dnu vezana protitelesa proti nastalim RNA-DNA 
hibridom. Epice smo zavrgli, mikrotitrsko ploščico pa smo pokrili s folijo in jo pri sobni 
temperaturi na stresalniku Hybrid Capture System Rotary Shaker 1 (Qiagen) pri 1100 ± 
100  rpm inkubirali 60 minut, da smo olajšali vezavo potencialnih RNA-DNA hibridov in 
protiteles. 
 
Detekcija hibridov: Po končani inkubaciji smo celotno vsebino mikrotitrske ploščice 
odlili stran in z multikanalno pipeto v vse luknjice dodali 75 µl detekcijskega reagenta 1, ki 
vsebuje protitelesa konjugirana z alkalno fosfatazo in se veže na vezane RNA-DNA 
hibride. Sledila je 30 minutna inkubacija pri sobni temperaturi v temi. Po inkubaciji smo 
detekcijski reagent 1 odstranili s spiranjem s spiralnim pufrom, ki smo si ga pripravili med 
polurno inkubacijo. Na koncu smo s ploščico potolkli po papirnati brisači in tako odstranili 
še morebitno ostalo tekočino. V vsako luknjico v mikrotitrski ploščici smo z multikanalno 
pipeto dodali 75 µl detekcijskega reagenta 2, ki vsebuje substrat. Alkalna fosfataza cepi 
substrat in pride do kemiluminiscenčnega signala. Pokrito mikrotitrsko ploščico smo 
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vstavili v napravo DML2000TM (Digene DML2000 microplate luminometer). Po 15 
minutah (in najkasneje po 30 minutah) smo izmerili intenziteto svetlobe, ki je sorazmerna 
količini HPV DNA v vzorcu.  
 
Analiza rezultatov: Rezultati so podani kot razmerje med relativnimi svetlobnimi enotami 
(angl. relative light units; RLU) in mejno vrednostjo (angl. cutoff value; CO), ki je enaka 
povprečni RLU vrednosti pozitivnega kalibratorja. Vzorci z rezultatom ≥ 1,0 RLU/CO se 
obravnavajo kot pozitivni, vendar za vzorce shranjene v ThinPrep® gojišču (Hologic Inc.) 
proizvajalec testa hc2 predlaga sivo območje, ki zajema vrednosti med 1,0–2,5 svetlobnih 
enot/mejna vrednost (RLU/CO). Vzorce z rezultati v sivem območju smo po navodilih 
proizvajalca ponovno testirali s hc2. Če je bil rezultat drugega testa ≥ 1,0 RLU/CO, je bil 
vzorec pozitiven, če pa je bil rezultat < 1,0 RLU/CO, smo vzorec testirali še tretjič. V tem 
primeru je bil tretji rezultat končen in smo ga po navodilih opredelili kot pozitivnega 
(RLU/CO ≥ 1) oziroma negativnega (RLU/CO < 1). 
 
Slika 13: Shematski prikaz poteka Hybrid capture 2 (hc2) testa (Qiagen, Hilden, Nemčija) ( Arny in Bennett, 
2010) 
A: DENATURACIJA-Sprostitev DNA iz celice in razpad dvojne vijačnice; B: HIBRIDIZACIJA-Nastanek 
RNA-DNA hibridov ob prisotnosti ustreznih hrHPV DNA; C: VEZAVA-Vezava RNA-DNA hibridov na 
monoklonska protitelesa na dnu mikrotitrske ploščice; D: Dodatek protiteles s konjugirano alkalno fosfatazo, 
ki se vežejo na pritrjene hibride; E: Dodatek substrata, ki generira kemiluminiscenčni signal.  
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Preglednica 6: Pregled temperaturnih in časovnih korakov testa Hybrid capture 2 (hc2; Qiagen, Hilden, 
Nemčija) 
DENATURACIJA HIBRIDIZACIJA VEZAVA DETEKCIJA HIBRIDOV 
45 minut pri 65 °C 
60 minut pri 
65 °C 
60 minut na sobni 
temperaturi s 
stresanjem pri 
1100 ± 100 rpm 
30 minut na sobni 
temperaturi v temi 
15 minut na sobni 
temperaturi v temi 
 
3.2.2.3 Abbott RealTime High Risk HPV test (Abbott-RT) 
 
Abbott-RT ne zahteva predhodne obdelave vzorcev. V epruvete smo prenesli 500 µL 
originalnega ThinPrep vzorca, ki smo ga predhodno vorteksirali vsaj 5 sekund. Test je 
avtomatiziran, zato smo po navodilih proizvajalca pripravili reagente, pozitivno kontrolo, 
negativno kontrolo in vzorce ter jih vstavili v napravo m2000sp (Abbott), kjer smo osamili 
DNA.  
Po končani osamitvi celokupne DNA, ki je potekala približno 3 ure, inštrument pripravi še 
reakcijsko mešanico. V vsako luknjico mikrotitrske ploščice doda 25 µl reakcijske 
mešanice in 25 µl izolirane DNA vzorca. Tako pripravljeno mikrotitrsko ploščico smo 
prelepili s samolepilno prozorno folijo in jo vstavili v aparaturo m2000rt (Abbott, 
Wiesbaden, Nemčija). Ta ima štiri kanale za zaznavanje fluorescentnih signalov; enega za 
zaznavanje interne kontrole (angl. internal control; IC), ki jo predstavlja 136 bp dolg gen 
za človeški beta-globin; drugega za detekcijo HPV-16; tretjega za detekcijo HPV-18; in 
zadnjega, četrtega, za detekcijo preostalih dvanajstih hrHPV (Poljak in sod., 2011).  
Po končanem pomnoževanju smo izvedli analizo rezultatov. Rezultati so bili podani v 
tabeli, kjer smo za vsak vzorec dobili ločene podatke o prisotnosti ali odsotnosti DNA 
HPV-16, HPV-18 in ostalih 12 hrHPV. Po navodilih proizvajalca so vzorci, kjer je bila Ct 
vrednost ≤32, opredeljeni kot HPV pozitivni.  
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3.2.2.4 14 High-risk HPV with 16/18 Genotyping Real-time PCR (HBRT-H14) 
 
Komplet kemikalij HBRT-H14 vsebuje kemikalije za osamitev DNA in pomnoževanje 
DNA. Ker smo DNA osamili po prej opisanem postopku, smo uporabili samo kemikalije 
za pomnoževanje DNA. Komplet vsebuje že v naprej pripravljeno PCR reakcijsko 
mešanico, DNA Taq polimerazo ter pozitivno in negativno kontrolo. Negativno kontrolo 
predstavlja človeška ženska DNA, ki je HPV DNA negativna, pozitivno kontrolo pa 
predstavljajo konstrukti plazmidov 14 genotipov hrHPV (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39, -
45, -51, -52, -56 ,-58, -59, -66 in -68) pomešani s človeško žensko DNA. PCR reakcijsko 
mešanico sestavljajo Tris-HCl pufer, KCl, MgCl2, < 0,1 % dATP, dCTP, dGTP, dTTP, < 
0,1 % sintetičnih oligonukleotidnih začetnikov in < 0,1 % fluorescentno označenih 
oligonukleotidnih sond. Metoda je avtomatizirana. PCR reakcijo smo izvedli v mikrotitrski 
ploščici s 96 luknjicami. V skladu z navodili proizvajalca smo najprej pripravili reakcijsko 
mešanico iz PCR reakcijske mešanice in DNA Taq polimeraze po shemi iz preglednice 7. 
Preglednica 7: Vsebina reakcijske mešanice za eno PCR reakcijo testa 14 High-risk HPV with 16/18 
Genotyping Real-time PCR (Hybribiol Limited, Hongkong, Kitajska) 
Kemikalija Volumen za eno reakcijo 
PCR reakcijska mešanica 17,5 µl 
DNA taq polimeraza 0,5 µl 
 
Pripravljeno reakcijsko mešanico smo dobro zvorteksirali in nato kratko centrifugirali. V 
vsako luknjico v mikrotitrski ploščici smo odpipetirali 18 µl reakcijske mešanice in dodali 
2 µl vzorca. Vsaka mikrotitrska ploščica je vsebovala negativno kontrolo na poziciji G12 
in pozitivno kontrolo na poziciji H12. Tako pripravljeno mikrotitrsko ploščico smo nato 
pokrili s samolepilno prozorno folijo in jo kratko centrifugirali. Ploščico smo vstavili v 
aparaturo Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System. Izbrali smo program, kjer je 
aparatura podobno kot pri prejšnji metodi, s štirimi kanali (FAM (518 nm) za 12 hrHPV, 
HEX (553 nm) za HPV-16, ROX (607 nm) za HPV-18 in Cy5 (667 nm) za IC – β-globin) 
zaznavala fluorescentne signale. Program PCR reakcije je podan v preglednici 8.  
Po končanem pomnoževanju je sledila analiza rezultatov. Program je v preglednici podal 
Ct vrednosti za vse štiri kanale za vsak vzorec. Za vsako mikrotitrsko ploščico posebej smo 
nato ročno določili mejno Ct vrednost za vse štiri kanale (IC, DNA HPV-16, DNA HPV-
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18 in DNA ostalih 12 hrHPV). Vzorce, pri katerih je bila Ct vrednost višja od mejne Ct, 
smo opredelili kot pozitivne, vzorce, pri katerih je bila Ct vrednost nižja od mejne Ct, pa 
smo opredelili kot negativne. Ct vrednost IC je morala biti povsod pozitivna. V 
nasprotnem primeru smo vzorce z negativno IC ponovno testirali. 
 
Preglednica 8: Program temperaturnih ciklov PCR reakcije testa 14 High-risk HPV with 16/18 Genotyping 
Real-time PCR (Hybribiol Limited, Hongkong, Kitajska) 
Temperatura Čas trajanja Število ponovitev Faza pomnoževanja 
95 °C 10 minut 1 denaturacija 
95 °C 10 sekund 
45 
pomnoževanje 
60 °C 1 minuta podaljševanje 
38 °C 5 sekund 1 aktivacija 
 
3.2.3 Citologija in kolposkopija 
 
V skladu s trenutnimi priporočili presejalnega državnega programa (DP) ZORA je bil vsem 
ženskam, vključenim v raziskavo, odvzet bris materničnega vratu in poslan na 
citopatološko preiskavo (za kategorizacijo se je uporabljal sistem Bethesda). Ženske, ki so 
imele diagnozo atipičnih ploščatih celic ali hujše, so povabili na kolposkopijo in v primeru 
atipične kolposkopije na nadaljnjo obravnavo. V sklopu raziskave, ne glede na izvid 
citološke preiskave, so bile na kolposkopijo povabljene tudi vse ženske, pri katerih smo 
dokazali prisotnost genotipov HPV-16 ali HPV-18. V primeru sumljivih in spremenjenih 
celic je ginekolog opravil odščip sumljivega dela in ga poslal na histopatološko obravnavo.  
 
3.2.4 Statistična analiza  
 
Vse izračune statističnih analiz smo izvedli s programom Microsoft Excel 2010 (v14.0) 
(Microsoft, Washington, ZDA) in programom R software version 3.4.3 (Free Software 
Fundation, Boston, MA). Za vse vključene HPV teste smo izračunali klinično občutljivost, 
klinično specifičnost, NPV in PPV ter pripadajoče 95 % intervale zaupanja (angl. 
confidence interval; CI). Enačbe za izračun posameznih vrednosti so podane na sliki 14. 
 
Za oceno klinične uspešnosti HPV testov smo populacijo razdelili na primere in kontrole. 
V izračun klinične občutljivosti testov smo vključili vse ženske, ki so imele histološko 
  43 
Amon T. Primerjava komercialnih testov za dokazovanje okužb s HPV … predrakavih sprememb materničnega vratu.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
   
 
potrjeno visoko stopnjo intraepitelijske neoplazije (CIN2+). Te ženske smo opredelili kot 
˝primere˝. Ženske z dvojno negativnimi citološkimi izvidi smo opredelili kot ˝kontrole˝ in 
so predstavljale skupino, na podlagi katere smo izračunali klinično specifičnost testov. 
Klinično učinkovitost testov smo ocenili ločeno za ženske starejše od 30 let in za celotno 
populacijo. PPV in NPV smo izračunali samo za 1.300 žensk, ki so predstavljale 
populacijo iz presejanja.  
 
Klinično občutljivost in specifičnost testov HBRT-H14 in Abbott-RT smo primerjali s 
standardnim primerjalnim testom hc2, kot to priporočajo mednarodne smernice za klinično 
validacijo novih HPV testov, ki se uporabljajo v primarnem presejalnem testiranju za raka 
na materničnem vratu (Meijer in sod., 2009). Tako smo dobili relativne občutljivosti in 
specifičnosti testov HBRT-H14 in Abbott-RT in pripadajoče 95 % intervale zaupanja 
 
 
 
IMA 
BOLEZEN 
NIMA 
BOLEZNI 
SKUPAJ 
POZITIVEN  
TEST 
A B A+B 
NEGATIVEN 
TEST 
C D C+D 
SKUPAJ A+C B+D N 
 
 
občutljivost =
A
A + C
 
 
specifičnost =
D
B + D
 
  
PPV =
A
A + B
 NPV =
D
C + D
 
  
Slika 14: Prikaz preglednice za primerjavo dveh diagnostičnih testov in enačbe za izračun občutljivosti, 
specifičnosti, PPV in NPV (Gordis, 2014) 
 
Po smernicah smo z metodo ˝non-inferiority˝ še dodatno preverili ali obstaja statistično 
pomembna razlika med HBRT-H14 in hc2 oz. Abbott-RT in hc2. Če je p-vrednost 
(statistična značilnost) manjša ali enaka 0,05 (p ≤ 0,05), potem lahko s 95 % gotovostjo 
trdimo, da je primerjan test »non-inferior« referenčnemu testu (hc2). Če je p večji od 0,05 
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(p > 0,05), potem je primerjani test »inferior« referenčnemu testu (hc2) in obstaja 
statistično pomembna razlika med primerjanima testoma.  
 
Tako Abbott-RT kot HBRT-H14 sta semikvantitativna testa, ki nam dodatno podata 
informacijo o prisotnosti genotipov HPV-16 in HPV-18 ter preostalih 12 hrHPV (HPV-31, 
-33, -35, -39, -45, -51, -52, -56 ,-58, -59, -66 in -68), zato smo ju lahko primerjali tudi  
analitično po različnih individualnih kategorijah (HPV-16, HPV-18, drugi hrHPV+ in 
hrHPV+). V ta namen smo izračunali Kappa vrednost, ki nam pove, kakšna je verjetnost 
ujemanj, ki niso posledica naključja. Večja je, večje ujemanje med testoma imamo. Kadar 
je Kappa večja od 0,8, govorimo o zelo dobrem ujemanju testov (Gordis, 2014).  
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4 REZULTATI  
 
Od 1.600 vzorcev je imelo 6 vzorcev večkrat negativno interno kontrolo pri testu HBRT-
H14. Zato smo v klinično primerjavo HBRT-H14 in hc2 vključili samo 1.594 vzorcev. V 
klinično primerjavo Abbott-RT in hc2 smo vključili vseh 1.600 vzorcev. Združene 2x2 
preglednice kliničnih primerjav vseh testov glede na histološke izvide so zbrane v 
preglednici 9. 
 
Med 1.600 ženskami, ki smo jih vključili v primerjavo med Abbott-RT in hc2, je imelo 
127 žensk histološko potrjeno visoko stopnjo intraepitelijske neoplazije (CIN2+). 127 
žensk je tako predstavljalo primere. Med temi je bilo 95 žensk >30 let. Žensk s CIN3+ je 
bilo 82, od tega 63 žensk >30 let. Opisane primere smo uporabili pri izračunu klinične 
občutljivosti testov za CIN2+ in CIN3+, posebej za ženske starejše od 30 let in za celotno 
populacijo. Od 1.600 žensk vključenih v raziskavo jih je 1.210 imelo dva zaporedna 
negativna citološka izvida za intraepitelijske lezije. Med njimi je bilo 951 žensk >30 let.  
Opisane kontrole smo uporabili za izračun klinične specifičnosti. 
 
Med 1.594 ženskami, ki smo jih vključili v primerjavo med HBRT-H14 in hc2, je imelo 
127 žensk histološko potrjen CIN2+. 127 žensk je tako predstavljalo primere. Med temi je 
bilo 95 žensk >30 let. Žensk s CIN3+ je bilo 82, od tega 63 žensk >30 let. Opisane primere 
smo uporabili pri izračunu klinične občutljivosti testov za CIN2+ in CIN3+, posebej za 
ženske starejše od 30 let in za celotno populacijo. Od 1.594 žensk, ki smo jih vključili v 
primerjavo jih je 1.206 imelo dva zaporedna negativna citološka izvida za intraepitelijske 
lezije. Od tega je bilo 948 žensk >30 let. Opisane kontrole smo uporabili za izračun 
klinične specifičnosti. 
 
S testom hc2 smo dobili le podatke o prisotnosti ali odsotnosti enega izmed trinajstih 
genotipov hrHPV. V analitično primerjavo testov smo tako vključili le Abbott-RT in 
HBRT-H14, kjer smo pridobili tudi podatke o tem, ali je v pozitivnih vzorcih prisotna 
DNA HPV-16 ali DNA HPV-18 ali DNA katerega drugega genotipa HPV izmed preostalih 
12, ki jih s testoma lahko določamo. Izračunane Kappa vrednosti so podane v preglednici 
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12. V analizo smo vključili skupaj 1.594 žensk, ki so imele veljaven rezultat z obema 
testoma. 
 
Preglednica 9: Klinična primerjava testov 14 High-risk HPV with 16/18 Genotyping Real-time PCR, Abbott 
RealTime High Risk HPV in Hybrid Capture 2 na vzorcu slovenskih žensk starih od 20 do 64 let glede na 
histološke izvide 
 
Histološki izvid 
hc2 
 
Ženske >30 let Celotna populacija 
 
Pozitivno Negativno Skupaj Pozitivno Negativno Skupaj 
H
B
R
T
-H
1
4
 
CIN2+ 
Pozitivno 87 3 90 117 3 120 
Negativno 4 1 5 5 2 7 
Skupaj 91 4 95 122 5 127 
CIN3+ 
Pozitivno 58 2 60 76 2 78 
Negativno 3 0 3 4 0 4 
Skupaj 61 2 63 80 2 82 
<CIN2 
Pozitivno 48 34 82 95 48 143 
Negativno 16 850 866 20 1.043 1.063 
Skupaj 64 884 948 115 1.091 1.206 
A
b
b
o
tt
-R
T
 
CIN2+ 
Pozitivno 89 3 92 120 3 123 
Negativno 2 1 3 2 2 4 
Skupaj 91 4 95 122 5 127 
CIN3+ 
Pozitivno 60 2 62 79 2 81 
Negativno 1 0 1 1 0 1 
Skupaj 61 2 63 80 2 82 
<CIN2 
Pozitivno 40 5 45 86 9 95 
Negativno 25 881 906 30 1.085 1.115 
Skupaj 65 886 951 120 1.096 1.210 
CIN1 – cervikalna intraepitelijska neoplazija 1. stopnje; CIN2 – cervikalna intraepitelijska neoplazija 2. 
stopnje; CIN3 – cervikalna intraepitelijska neoplazija 3. stopnje 
 
Absolutna klinična občutljivost za zaznavanje CIN2+ in CIN3+, klinična specifičnost za 
zaznavanje <CIN2, PPV in NPV za HBRT-H14, Abbott-RT in hc2 so prikazane v 
Preglednici 10.   
 
Pri ženskah >30 let je HBRT-H14 identificiral 90/95 CIN2+ in 60/63 CIN3+ primerov, kar 
pomeni, da je njegova klinična občutljivost za CIN2+ 94,7 % (95 % CI; 88,1–98,3) in za 
CIN3+ 95,5 % (95 % CI; 86,7-99,0) pri ženskah starejših od 30 let. V celotni populaciji je 
HBRT-H14 identificiral 120/127 CIN2+ in 78/82 CIN3+ primerov, kar pomeni, da je 
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njegova klinična občutljivost za CIN2+ 94,5 % (95 % CI; 89,0-97,8) in za CIN3+ 95,1 % 
(95 % CI; 88,0-98,7) za celotno populacijo. Test HBRT-H14 je bil negativen za hrHPV pri 
866/948 vzorcev v populaciji žensk >30 let, ki so imele dva zaporedna negativna citološka 
izvida in pri 1.063/1.206 vzorcev v celotni populaciji žensk z dvema zaporednima 
normalnima izvidoma citološke preiskave. To pomeni, da je njegova klinična specifičnost 
za <CIN2 91,1 % (95 % CI; 89,1–92,8) pri ženskah starejših od 30 let in 87,9 % (95 % CI; 
85,9–89,6) za celotno populacijo. PPV za HBRT-H14 je 15,5 % (15/97; 95 % CI; 8,9-24,2) 
za CIN2+, NPV pa 100,0 % (866/866; 95 % CI; 99,6-100,0) za CIN2+ pri ženskah >30 let, 
ki so se udeležile rednega pregleda v sklopu presejalnega programa. PPV in NPV testa 
HBRT-H14 za CIN2+ sta 12,3 % (20/163; 95 % CI; 7,7-18,3)  in 100,0  % (1.063/1.063; 
95 % CI, 99,7-100,0) za populacijo žensk, ki so se udeležile rednega presejalnega 
programa za raka materničnega vratu. 
  
Abbott-RT je pri ženskah >30 let identificiral 92/95 CIN2+ in 62/63 CIN3+ primerov, kar 
pomeni, da je njegova klinična občutljivost za CIN2+ 96,8 % (95 % CI; 91,0-99,3) in za 
CIN3+ 98,4 % (95 % CI; 91,5-100,0) pri ženskah starejših od 30 let. V celotni populaciji je 
je Abbott-RT identificiral 123/127 CIN2+ in 81/82 CIN3+ primerov, kar pomeni, da je 
njegova klinična občutljivost za CIN2+ 96,9 % (95 % CI; 92,1-99,3) in za CIN3+ 98,8 % 
(95 % CI; 93,4-100,0) za celotno populacijo. V populaciji žensk >30 let, ki so imele dva 
zaporedna negativna citološka izvida, je bil Abbott-RT negativen za hrHPV pri 906/951 in 
pri 1.115/1.210 vzorcih v celotni populaciji žensk z dvema zaporednima negativnima 
citološkima izvidoma. To pomeni, da je njegova klinična specifičnost za <CIN2 94,9 % 
(95 % CI; 93,3-96,2) pri ženskah starejših od 30 let in 91,8 % (95 % CI; 90,1-93,3) za 
celotno populacijo. PPV za Abbott-RT je 25,0 % (15/60; 95 % CI; 14,7-37,9) za CIN2+, 
NPV pa 100,0 % (906/906; 95 % CI; 99,6-100,0)  za CIN2+ pri ženskah  >30 let, ki so se 
udeležile rednega pregleda v sklopu presejalnega programa. PPV in NPV testa Abbott-RT 
za CIN2+ sta 17,4 % (20/115; 95 % CI; 11,0-25,6)  in 100,0 % (1.115/1.115; 95 % CI, 
99,7-100,0) za populacijo žensk, ki so se udeležile rednega presejalnega programa za raka 
materničnega vratu. 
 
Pri ženskah >30 let je hc2 identificiral 91/95 CIN2+ in 61/63 CIN3+ primerov, kar 
pomeni, da je njegova klinična občutljivost za CIN2+ 95,8 % (95 % CI; 89,6-98,8) in za 
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CIN3+ 96,8 % (95 % CI; 98,0-99,6) pri ženskah starejših od 30 let. V celotni populaciji je 
hc2 identificiral 122/127 CIN2+ in 80/82 CIN3+ primerov, kar pomeni, da je njegova 
klinična občutljivost za CIN2+ 96,1 % (95 % CI; 91,1-98,7) in za CIN3+ 97,6 % (95 % CI; 
91,5-99,7) za celotno populacijo. Test hc2 je bil negativen za hrHPV pri 884/948 vzorcev v 
populaciji žensk >30 let, ki so imele dva zaporedna negativna citološka izvida in pri 
1.096/1.210 vzorcev v celotni populaciji žensk z dvema zaporednima negativnim izvidoma 
citološke preiskave. To pomeni, da je njegova klinična specifičnost za <CIN2 93,1 % (95 
% CI; 91,3-94,6) pri ženskah starejših od 30 let in 90,3 % (95 % CI; 88,4-91,9) za celotno 
populacijo žensk. PPV za hc2 je 17,7 % (14/79; 95 % CI; 10,0-27,9) za CIN2+, NPV pa 
99,9 % (886/887; 95 % CI; 99,4-100,0) za CIN2+ pri ženskah >30 let, ki so se udeležile 
rednega pregleda v sklopu presejalnega programa. PPV in NPV testa hc2 za CIN2+ sta 
14,1 % (19/135; 95 % CI; 0,09-21,1)  in 99,9 % (1.094/1.095; 95 % CI, 99,5-100,0) za 
populacijo žensk, ki so se udeležile rednega presejalnega programa za raka materničnega 
vratu.  
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Preglednica 10: Primerjava klinične občutljivosti za zaznavanje CIN2+ in CIN3+, klinične specifičnosti za zaznavanje <CIN2, PPV in NPV za HBRT-H14, Abbott-
RT in hc2 pri ženskah >30 let in pri celotni populaciji 
 
Populacija in test 
Klinična občutljivost [%] za: 
   
CIN2+ CIN3+ Klinična specifičnost [%] PPV [%] NPV [%] 
Ženske >30 let 
 
 
HBRT-H14 
94,7 
(90/95; 95 CI, 88,1–98,3)a 
95,5 
(60/63; 95 CI, 86,7-99,0) 
91,1 
(866/951; 95 CI, 89,1–92,8) 
15,5 
(15/97; 95 CI, 8,9-24,2) 
100,0 
(866/866; 95 CI, 99,6-100,0) 
 
Abbott-RT 
96,8 
(92/95; 95 CI, 91,0-99,3) 
98,4 
(62/63; 95 CI, 91,5-100,0) 
94,9 
(906/955; 95 CI, 93,3-96,2) 
25,0 
(15/60; 95 CI, 14,7-37,9) 
100,0 
(906/906; 95 CI, 99,6-100,0) 
 
hc2 
95,8 
(91/95; 95 CI, 89,6-98,8) 
96,8 
(61/63; 95 CI, 89,0-99,6) 
93,1 
(885/951; 95 CI, 91,3-94,6) 
17,7 
(14/79; 95 CI, 10,0-27,9) 
99,9 
(886/887; 95 CI, 99,4-100,0) 
      
Celotna populacija 
 
HBRT-H14 
94,5 
(120/127; 95 CI, 89,0-97,8) 
95,1 
(78/82; 95 CI, 88,0-98,7) 
87,9 
(1.064/1.211; 95 CI, 85,9–89,6) 
12,3 
(20/163; 95 CI, 7,7-18,3) 
100,0 
(1063/1063; 95 CI, 99,7-100,0) 
 
Abbott-RT 
96,9 
(123/127; 95 CI, 92,1-99,3) 
98,8 
(81/82; 95 CI, 93,4-100,0) 
91,8 
(1.116/1.216; 95 CI, 90,1-93,3) 
17,4 
(20/115; 95 CI, 11,0-25,6) 
100,0 
(1115/1115; 95 CI, 99,7-100,0) 
 
hc2 
96,1 
(122/127; 95 CI, 91,1-98,7) 
97,6 
(80/82; 95 CI, 91,5-99,7) 
90,3 
(1.093/1.211; 95 CI, 88,4-91,9) 
14,1 
(19/135; 95 CI, 0,09-21,1) 
99,9 
(1.094/1.095; 95 CI, 99,5-100,0) 
PPV – pozitivna napovedna vrednost; NPV – negativna napovedna vrednost;  
a Vrednosti v oklepajih predstavljajo število vzorcev/število vseh vzorcev in 95 % intervale zaupanja 
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Poleg absolutne klinične specifičnosti in občutljivosti smo izračunali tudi relativno 
klinično občutljivost in specifičnost za HBRT-H14 in Abbott-RT v primerjavi s hc2. 
Rezultati so predstavljeni v preglednici 11, posebej za ženske starejše od 30 let in za 
celotno populacijo.  
 
Klinična občutljivost in specifičnost testa Abbott-RT je bila »non-inferior« testu hc2, pri 
čemer je bila relativna občutljivost 1,01 (95 % CI, 0,96-1,07) za CIN2+ in 1,02 (95 % CI, 
0,96-1,07) za CIN3+ in relativna specifičnost 1,02 (95 % CI, 1,00-1,05) za ≤CIN1 za 
ženske starejše od 30 let. Podobne rezultate smo dobili za celotno populacijo žensk, kjer je 
bila relativna občutljivost 1,01 (95 % CI, 0,96-1,06) za CIN2+ in 1,01 (95 % CI, 0,97-1,06) 
za CIN3+ in relativna specifičnost 1,02 (95 % CI, 0,99-1,04) za ≤CIN1. Klinična 
občutljivost Abbott-RT za CIN2+ je tako pri ženskah starejših od 30 let (p=0,0012) kot v 
celotni populaciji (p=0,0002) podobna hc2. Enako velja za klinično občutljivost Abbott-RT 
za CIN3+ tako pri ženskah starejših od 30 let (p=0,0046) kot v celotni populaciji 
(p=0,0001), pri čemer ima Abbott-RT višjo klinično specifičnost pri ženskah starejših od 
30 let (p=0,003) in v celotni populaciji (p=0,0011). 
 
Tudi klinična občutljivost in specifičnost testa HBRT-H14 je bila »non-inferior« testu hc2, 
pri čemer je relativna občutljivost 0,99 (95 % CI, 0,93-1,05) za CIN2+ in 0,98 (95 % CI, 
0,92-1,06) za CIN3+ in relativna specifičnost 0,98 (95 % CI, 0,95-1,00) za ≤CIN1 za 
ženske starejše od 30 let. Podobne rezultate smo dobili za celotno populacijo žensk, kjer je 
bila relativna občutljivost 0,98 (95 % CI, 0,93-1,04) za CIN2+ in 0,98 (95 % CI, 0,92-1,04) 
za CIN3+ in relativna specifičnost 0,97 (95 % CI, 0,95-1,00) za ≤CIN1. Klinična 
občutljivost HBRT-H14 za CIN2+ je tako pri ženskah starejših od 30 let (p=0,0084) kot v 
celotni populaciji (p=0,0034) podobna hc2. Enako velja za klinično občutljivost HBRT-
H14 za CIN3+ tako pri ženskah starejših od 30 let (p=0,0333) kot v celotni populaciji 
(p=0,0256). HBRT-H14 ima v primerjavi s hc2 nižjo klinično specifičnost pri ženskah 
starejših od 30 let (p=0,0030) in v celotni populaciji (p=0,0001), ampak ne statistično 
značilno. 
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Preglednica 11: Relativna občutljivost in specifičnost za HBRT-H14 in Abbott-RT v primerjavi s hc2 za 
ženske >30 let in celotno populacijo ter pripadajoče p-vrednosti »non-inferiority« testa 
Primerjava glede na populacijo in 
histologijo 
Relativna občutljivost Relativna specifičnost p-vrednost 
HBRT-H14 s hc2 
 
 
 
Ženske >30 let 
 
 
 
 CIN2+ 0,99 (0,93-1,05) 
 
0,0084 
 
 CIN3+ 0,98 (0,92-1,06) 
 
0,0333 
 
 <CIN2 
 
0,98 (0,95-1,00) 0,0030 
 
Celotna populacija 
 
 
 
 CIN2+ 0,98 (0,93-1,04) 
 
0,0034 
 
 CIN3+ 0,98 (0,92-1,04) 
 
0,0256 
 
 <CIN2 
 
0,97 (0,95-1,00) 0,0001 
 
  
  
 
Abbott-RT s hc2 
 
 
 
Ženske >30 let 
 
 
 
 CIN2+ 1,01 (0,96-1,07) 
 
0,0012 
 
 CIN3+ 1,02 (0,96-1,07) 
 
0,0046 
 
 <CIN2 
 
1,02 (1,00-1,05) 0,0003 
 
Celotna populacija 
 
 
 
 CIN2+ 1,01 (0,96-1,06) 
 
0,0002 
 
 CIN3+ 1,01 (0,97-1,06) 
 
0,0014 
 
 <CIN2 
 
1,02 (0,99-1,04) 0,0011 
 
 
Preglednica 12: Skladnost pozitivnih rezultatov testov Abbott-RT in HBRT-H14 za HPV-16, HPV-18, 12 
drugih hrHPV in hrHPV ter pripadajoče Kappa vrednosti za celotno populacijo (N=1.594) 
 A+/B+ A+/B- A-/B+ A-/B- Skladnost testov Kappa (95% CI) 
HPV-16 110 3 10 1471 99,1 % 0,94 (0,91-0,97 
HPV-18 22 8 14 1550 98,6 % 0,66 (0,52-0,80) 
drugi hrHPV+a 218 12 71 1293 94,8 % 0,81 (0,77-0,85) 
hrHPV+b 319 12 69 1194 96,4 % 0,85 (0,82-0,89) 
A-Abbott-RT; B-HBRT-H14 
a drugi hrHPV+: pozitiven na HPV-31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56 ,-58, -59, -66 in -68 
b hrHPV+: pozitiven na HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56 ,-58, -59, -66 in -68 
 
Analitična primerjava testov HBTR-H14 in Abbott-RT, ki je prikazana v preglednici 12, 
nakazuje na visoko strinjanje med testoma. Splošno strinjanje testov za pozitiven hrHPV 
rezultat je 96,1 %, specifično strinjanje za HPV-16, HPV-18 in pozitiven drugi hrHPV 
rezultat testa pa je 99,1 %, 98,6 % in 94,8 %. Tem odstotkom pripadajo naslednje Kappa 
vrednosti: 0,85 (95 % CI, 0,82-0,89), 0,94 (95 % CI, 0,91-0,97), 0,66 (95 % CI, 0,52-0,80) 
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in 0,81 (95 % CI, 0,77-0,85). Kappa vrednosti nakazujejo na odlično ujemanje testov v 
vseh kategorijah, razen v primeru zaznavanja genotipa HPV-18, kjer je ujemanje testov 
malo slabše.  
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5 RAZPRAVA  
 
V zadnjih letih so številne države že vključile HPV testiranje v nacionalne programe 
presejalnega testiranja za raka materničnega vratu, bodisi kot triažni test ali primarni test. 
Primarno HPV testiranje ali ko-testiranje s citologijo poveča sposobnost zgodnjega 
odkrivanja predrakavih in rakavih sprememb in omogoča podaljšanje intervalov med 
posameznimi testiranji. Ti intervali so močno odvisni od specifičnosti, občutljivosti, PNV 
in NPV posameznega testa (Iftner in sod., 2019; Ronco in sod., 2014). Najpomembnejši 
razmislek pri ocenjevanju novega testa za rutinsko uporabo v klinični praksi za zaznavanje 
okužb s hrHPV v brisu materničnega vratu je klinična natančnost pri zaznavanju CIN2+ 
lezij. Test, primeren za klinično uporabo, mora imeti ustrezno razmerje med klinično 
občutljivostjo in klinično specifičnostjo za lezije CIN2+. Na ta način odkrije vse primere 
okužb in hkrati ne vodi v prekomerno odkrivanje prehodnih kliničnih okužb. Danes je na 
voljo veliko število komercialno dostopnih HPV testov, vendar vsi niso primerni za 
primarno presejalno testiranje za raka na materničnem vratu, saj imajo preveliko analitično 
občutljivost. Takšni testi (pre)pogosto dajejo pozitivne rezultate in vodijo do nepotrebnih 
kliničnih preiskav, zdravljenja in obremenjujejo tako pacientko kot tudi zdravstveni sistem. 
Zaradi tega so danes postavljene natančne mednarodne smernice (Meijer in sod., 2009), ki 
opisujejo kakšne lastnosti mora imeti novi hrHPV test, da je primeren za klinično uporabo 
pri presejalnem testiranju za raka na materničnem vratu. Te smernice priporočajo 
primerjavo novega hrHPV testa z že uveljavljenim, klinično validiranim, referenčnim HPV 
testom. Kot referenčni test se najpogosteje uporablja klinično validiran HPV DNA test 
Hybrid capture 2 (hc2). Raziskava mora biti narejena na kliničnih vzorcih, ki izhajajo iz 
populacijskega presejalnega testiranja za raka na materničnem vratu (Poljak in sod., 2011). 
V naši raziskavi smo tako primerjali in evalvirali dva komercialno dostopna testa Abbott-
RT in HBRT-H14 z referenčnim testom hc2 po uveljavljenih smernicah. 
 
hc2 je hibridizacijski DNA HPV test. S strani FDA je bil odobren za klinično uporabo že 
leta 2003 in s tem postal prvi HPV test, ki se je lahko v klinični praksi uporabljal za 
razreševanje mejnih ali nejasnih citoloških izvidov. hc2 je najpogosteje uporabljen 
referenčni test pri primerjavi klinične učinkovitosti novih hrHPV testov. Zaradi tega 
obstajajo številne raziskave, ki so ocenile klinično občutljivost, klinično specifičnost, PPV 
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in NPV testa hc2. Klinična občutljivost testa pri populaciji žensk >30 let je okoli 97,5 %, 
pri celotni populaciji žensk, pa je ta vrednost malo nižja in sicer okoli 95 %. Klinična 
specifičnost testa pri populaciji žensk >30 let se vrti okoli 92 %, pri celotni populaciji pa 
okoli 88 %. PPV testa pri populaciji žensk >30 let in pri celotni populaciji je nizka (okoli 
12,5 % in 9,5 %). NPV testa je zelo visoka tako pri populaciji žensk >30 let kot tudi pri 
celotni populaciji (99-100 %) (Poljak in sod., 2011; Cuzick in sod., 2013).  
 
Zelo primerljive rezultate z dosedanjimi raziskavami je dala tudi naša raziskava. V celotni 
populaciji žensk je bila klinična občutljivost testa hc2 za zaznavanje CIN2+ lezij 96,1 %, 
za zaznavanje CIN3+ lezij pa 97,6 %. V populaciji žensk starejših od 30 let je bila klinična 
občutljivost testa za zaznavanje CIN2+ lezij 95,8 % in 96,8 % za zaznavanje CIN3+ lezij. 
Klinična specifičnost testa za zaznavanje ≥CIN1 lezij je bila 90,3 % v celotni populaciji in 
pri populaciji žensk starejših od 30 let 93,1 %. Primerljive podatke z ostalimi raziskavami 
smo dobili tudi pri izračunu NPV. Ta je v celotni populaciji žensk in v populaciji žensk 
starejših od 30 let znašala 99,9 %. Je pa dala naša raziskava malce višje PNV, kot 
dosedanje raziskave. Mi smo dobili PNV za celotno populacijo žensk 14,1 %, za 
populacijo žensk >30 let pa 17,7 %.  
 
Abbott-RT je na trgu že od leta 2009. Gre za RT-PCR test, ki zazna prisotnost DNA 12 
genotipov hrHPV in hkrati omogoča individualno prisotnost genotipov HPV-16 in HPV-
18. Leta 2009 je bila narejena tudi prva klinična ocena testa, ki je pokazala primerljive 
rezultate s hc2 (Huang in sod., 2009). Do danes so bile narejene še številne raziskave, ki so 
potrdile dobro klinično učinkovitost testa, pri čemer se klinična občutljivost Abbott-RT 
giblje med 95 in 100 %. Klinična specifičnost testa je med 90 in 99 %. Test ima odlično 
NPV (100 %). PPV testa pa je nekoliko nižja in se giblje med 10 in 18 % (Poljak in sod., 
2011; Chung in sod., 2014). Leta 2011 so Poljak in sod. prvič ocenili klinično občutljivost 
in klinično specifičnost testa za zaznavanje lezij CIN2+ pri populaciji žensk starih 30 ali 
več let. Rezultate so primerjali z rezultati testa hc2 in ponovno dobili primerljive vrednosti 
klinične občutljivosti in specifičnosti. Klinična občutljivost testa za zaznavanje lezij 
CIN2+ v populaciji žensk >30 let je znašala 100 %, v celotni populaciji pa 98,2 %. 
Klinična specifičnost testa za zaznavanje lezij ≥CIN1 v populaciji žensk >30 let je bila 
93,3 %, v celotni populaciji pa 89,5 %. Raziskava je pokazala tudi, da ima test 100 % NPV 
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(Poljak in sod., 2011). Leta 2016 so Iftner in sod. objavili do sedaj zadnjo primerjavo 
testov Abbott-RT in hc2. Primerjali so klinično občutljivost za zaznavanje lezij CIN2+ in 
CIN3+, ki sta za Abbott-RT znašali 94,7 % in 93,8 % in klinično specifičnost za 
zaznavanje lezij ≥CIN1, ki je bila 81,1 %. Tudi ta raziskava je potrdila, da je test Abbott-
RT primeren kot test izbire za primarno HPV presejalno testiranje (Iftner in sod., 2016).  
 
V skladu z vsemi do sedaj objavljenimi raziskavami tudi naši rezultati nakazujejo, da ima 
Abbott-RT visoko klinično občutljivost za zaznavanje lezij CIN2+ in CIN3+ tako v celotni 
populaciji žensk (96,9 % in 98,8 %) kot v populaciji žensk >30 let (96,8 % in 98,4 %) ter 
visoko klinično specifičnost za ≥CIN1 pri celotni populaciji žensk (91,8 %) in pri 
populaciji žensk >30 let (94,9 %). Če pogledamo relativne občutljivosti in specifičnosti 
Abbott-RT v primerjavi s hc2, sta metodi popolnoma primerljivi oz. je Abbott-RT enako 
občutljiv (p=0,0002) in bolj specifičen kot hc2 (p=0,0011). Abbott-RT tako izpolnjuje vse 
kriterije za varno uporabo v primarnem presejalnem testiranju za zgodnje odkrivanje raka 
materničnega vratu.  
 
HBRT-H14 je prav tako kot Abbott-RT RT-PCR test, ki je sposoben zaznati DNA 12 
genotipov hrHPV in hkrati omogoča ločeno identifikacijo genotipov HPV-16 in HPV-18. 
Prednost HBRT-H14 pred ostalimi testi je njegova relativno nizka cena in sposobnost 
hkratne analize velikega števila vzorcev. V navodilih za uporabo proizvajalec trdi, da je 
klinična občutljivost za CIN2+ 98,1 % in klinična specifičnost za ≥CIN1  99,5 % 
(Hybribio, 2016). Test je relativno nov, zato smo  po pregledu literature našli le dve 
objavljeni raziskavi, ki sta ocenjevali klinično učinkovitost HBRT-H14. Prva je bila 
objavljena leta 2013. Bian in sod. (2013) so objavili prve rezultate, kjer so HBRT-H14 
primerjali s hc2. V raziskavo so vključili 424 žensk med 22. in 55. letom starosti. HBRT-
H14 je imel dobro klinično občutljivost za zaznavanje lezij CIN2+ (96,3 %) in slabšo 
klinično specifičnost za zaznavanje lezij CIN2+ (78,2 %). Pozitivna napovedna vrednost 
testa je bila 23,2 %, negativna napovedna vrednost pa je znašala 99,7 %. V raziskavi so 
potrdili, da je test primerljiv s hc2 (Bian in sod., 2013). Sama raziskava je bila 
metodološko neustrezna s številnimi manjkajočimi podatki, tako da njihovih zaključkov ni 
mogoče potrditi. Yang in sod. (2016) so objavili drugo, bolj prepričljivo klinično validacijo 
testa. V raziskavo so vključili 1.050 brisov materničnega vratu, vendar so HBRT-H14 
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primerjali s HPV GenoArray (Chaozhou Hybribio Limited Corp, Chaozhou, Kitajska) in 
dobili 96,48 % ujemanje (Kappa=0,927). Kljub temu, da so rezultati raziskave pokazali, da 
je HBRT-H14 »non-inferior« testu HPV GenoArray, to ni ustrezen referenčni test niti ni 
odobren kot klinično validiran test, zato so se avtorji strinjali, da so potrebne nadaljnje 
raziskave, ki bi potrdile klinično uporabnost testa v primarnem presejanju (Yang in sod., 
2016). 
 
Naši rezultati nakazujejo na to, da ima test HBRT-H14 primerljivo klinično občutljivost za 
zaznavanje lezij CIN2+ in CIN3+ pri populaciji žensk >30 let (94,7 % in 95,5 %) in v 
celotni populaciji (94,5 % in 95,1 %) kot hc2 ter nekoliko nižjo klinično specifičnost 
zaznavanja lezij ≥CIN1 v populaciji žensk >30 let (91,1 %) in celotni populaciji (87,9 %) v 
primerjavi s hc2 in Abbott-RT. Če pogledamo relativne klinične občutljivosti in klinične 
specifičnosti v primerjavi s hc2, ima test HBRT-H14 primerljivo, vendar nižjo klinično 
občutljivost in klinično specifičnost. Na podlagi dobljenih rezultatov lahko rečemo, da 
HBRT-H14 ustreza kriterijem za klinično občutljivost in specifičnost v primarnem HPV 
testiranju. Bi pa lahko z optimizacijo testa pripomogli k varni klinični uporabi.  
 
Poleg primerljive klinične občutljivosti in specifičnosti za odkrivanje lezij CIN2 pri 
populaciji žensk starih trideset ali več in pri celotni populaciji žensk, kot to zahtevajo 
mednarodno uveljavljene smernice, smo v naši raziskavi primerjali tudi PPV in NPV treh 
testov med sabo. Do manjšega razkoraka med testi je prišlo samo pri PPV, kjer ima 
Abbott-RT najvišjo PPV tako v populaciji žensk nad 30 let (25,0 %), kot tudi v celotni 
populaciji (17,4 %). Najnižjo PPV pa ima HBRT-H14. Ta je v populaciji žensk starejših od 
30 let 15,5 %, v celotni populaciji pa 12,3 %. Pri NPV vrednostih so bili testi med seboj 
veliko bolj enotni. NPV testov so se razlikovale za največ 0,1 %. Abbott-RT in hc2 sta 
imela 100 % NPV, z 99,9 % NPV pa jima je sledil HBRT-H14.  
 
Analitična primerjava testov HBRT-H14 in Abbott-RT je pokazala visoko stopnjo 
strinjanja med testoma. Celostno se testa strinjata v 96,4 % testiranih vzorcev. Na manjše 
strinjanje pri HPV-18 nam nakazuje Kappa vrednost, ki je tu le 0,66 (95 % CI, 0,52-0,80), 
a ta ne vpliva na celokupno ujemanje. 
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Če povzamemo, smo potrdili skoraj vse naše hipoteze. Vsi testi so pokazali dobro klinično 
učinkovitost. Klinična občutljivost zaznavanja lezij CIN2+ vseh treh komercialno 
dostopnih testov HPV je bila medsebojno primerljiva in višja od 90 % (p<0,05). Prav tako 
primerljiva je bila klinična specifičnost zaznavanja lezij <CIN2 vseh treh komercialno 
dostopnih testov in je bila višja od 80 % (p<0,05). Negativne napovedne vrednosti vseh 
treh komercialno dostopnih testov HPV so bile primerljive, skoraj povsod 100 %. Zavrgli 
pa smo predpostavko o primerljivosti pozitivne napovedni vrednosti vseh treh komercialno 
dostopnih testov. Ta je med testi variirala za skoraj 10 %.  
 
Na podlagi naše raziskave lahko potrdimo, da so vsi trije komercialno dostopni testi 
primerni za klinično uporabo pri presejalnem testiranju žensk za raka na materničnem 
vratu. Za test hc2 in Abbott-RT so to potrdile že številne predhodne raziskave, za HBRT-
H14 pa bo potrebno narediti še nekaj raziskav, da bomo lahko z gotovostjo potrdili 
klinično uporabnost tega testa.  
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6 SKLEPI  
 
 Vsi trije komercialno dostopni testi imajo primerljivo klinično specifičnost in ta je 
višja od 90 % (vse p<0,05). 
 Vsi trije komercialno dostopni testi imajo primerljivo klinično občutljivost in ta je 
višja od 80 % (vse p<0,05). 
 Vsi trije komercialno dostopni testi imajo primerljivo negativno napovedno vrednost.  
 Pozitivna napovedna vrednost se med tremi komercialno dostopnimi testi razlikuje. 
Razlika med najvišjo in najnižjo PPV je 9,5 %.   
 Testa hc2 in Abbott-RT sta primerna za klinično uporabo v primarnem HPV testiranju. 
 HBRT-H14 je na podlagi naše raziskave primeren test za klinično uporabo, vendar 
bodo potrebne nadaljnje raziskave, s katerimi se bo potrdila njegova klinična 
uporabnost.  
  59 
Amon T. Primerjava komercialnih testov za dokazovanje okužb s HPV … predrakavih sprememb materničnega vratu.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
   
 
7 POVZETEK  
 
Namen magistrske naloge je bil primerjati klinično občutljivost zaznavanja visoke stopnje 
intraepitelijske neoplazije (CIN2+), klinično specifičnost zaznavanja lezij <CIN2 ter 
pozitivno in negativno napovedno vrednost treh komercialno dostopnih testov HPV: hc2, 
Abbott-RT in HBRT-H14. Teste smo želeli primerjati na reprezentativnem vzorcu 1.600 
slovenskih žensk, ki so sodelovale v državnem programu za presejanje na raka 
materničnega vratu in preveriti, če so vsi trije testi primerni za uporabo v klinični praksi.  
 
S hc2, ki se najpogosteje uporablja kot referenčni test, smo primerjali testa Abbott-RT in 
HBRT-H14. Ugotovili smo, da imajo testi med sabo primerljivo klinično občutljivost, 
klinično specifičnost in negativno napovedno vrednost. Manjšo razliko je moč opaziti pri 
pozitivni napovedni vrednosti, kjer je razlika med najvišjo in najnižjo vrednostjo skoraj 10 
%. Na podlagi rezultatov naše raziskave lahko predpostavimo, da so vsi trije testi primerni 
za klinično uporabo.   
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